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(Aus dem Botanischen Institut der Universitit Miinchen) 
Uber Modifikationen bei Cyanophyceen* 


Von 
OSWALD DEMETER 


Mit 9 Textabbildungen 
(Hingegangen am 28. Oktober 1955) 


Mutationen sind bei Cyanophyceen unbekannt. Das eigentliche Ziel 
der im folgenden mitgeteilten Untersuchungen sollte sein, Mutationen bei 
gut kultivierbaren Stémmen hervorzurufen, aber zuvor sollte die Breite 
der Modifizierbarkeit ermittelt werden. Bei diesen Priliminarien ist es 
geblieben: Mutationen wurden nicht beobachtet, auch nicht bei Behand- 
Tung mit mutagenen Stoffen. Selbst Bestrahlung mit Réntgenlicht blieb 
ohne merkbare Wirkung!. 

Experimentelle Studien iiber den Einfilu8 der AuBenbedingungen auf die Ge- 
staltung von Blaualgen liegen z. B. vor von CanaBarus (1929), die durch Salz- 
lésungen Menge und GréBe der Heterocysten von Anabaena verandern konnte, 
sowie von JAAG (1943, 1945a, b?), der Scytonema polymorphum Jaag bei verschie- 
denem LichtgenuB in den verschiedensten Charakteren abaindern sah; am Standort 
hat er die Farbe der Hiille von Gloeocapsa sanguinea von der Reaktion des be- 
netzenden Wassers abhangig gefunden (ausfiihrlich dargestellt von seinem Schiiler 
Gemscu, 1943) und das merkwiirdige Petalonema alatum Berk. mit seinen machtigen 
Gallertscheiden als Standortsmodifikation von Scytonema myochrous Ag. erkannte 
(1943). Besonders bekannt ist die Abhangigkeit der Farbe der Lager vom Ernah- 
rungszustand und in seltenen Fallen von der Lichtqualitat. 


GEITLER (1932) weist wiederholt darauf hin, daB verschiedene Merk- 
male der Blaualgensystematik ,,triigerisch“ seien und einer experimen- 
tellen Uberpriifung bediirften. Wir haben vor allem die Veranderungen 
_ beobachtet, die durch hohere Konzentrationen einiger Mineralsalze (NaCl, 
Na,SO,, MgSO,, KH,PO,, Na,CO;) an den Lagern, den Faden und den 


* Auszug aus einer Dissertation der Naturwissenschaftlichen Fakultat der Uni- 
versitat Miinchen. — Zahlreiche Photographien sind im Nymphenburger Institut 
als Belege aufbewahrt. 

1 Nach Abschlu8 unserer Arbeit wurde uns eine nichtgedruckte Dissertation 
yon Fritz Hersst ,,Strahlenbiologische und cytologische Untersuchungen an 
Blaualgen“, K6ln 1952, bekannt, in der tiber bleibende Anderung der Farbe (von 
braungriin zu graugriin bis grau) und der Zellgestalt (Verlangerung) bei einer 
Oscillatoria nach der Einwirkung weicher Roéntgenstrahlen (Dosis 900000 r) be- 
richtet wird. Das ist der erste Fall einer mutmaBlichen Mutation bei diesen gegen 
Réntgenstrahlen ungewohnlich unempfindlichen Lebewesen. —- Wir danken Herrn 
Professor StRAvB fiir die freundliche Uberlassung des Manuskripts. 

2 Ausfiihrliches Referat des Autors iiber seine eignen Arbeiten in Fortschr. d. 
Bot. 12, S. 49ff., 1949. 
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Finzelzellen hervorgerufen werden. Uber ahnlich ausgedehnte Versuche 
mit giftigen organischen Substanzen, besonders Farbstoffen, wird jetzt 
noch nicht berichtet. Bei den zur Bindung elementaren Stickstoffs be- 
fihigten Formen wurde die Wirkung der Entziehung des gebundenen 
Stickstoffs im Substrat ermittelt. Einige Stéimme wurden in Licht ver- 
schiedener Farbe gehalten, andere auf ihre Widerstandsfahigkeit gegen 
hohe Temperatur untersucht. 


Methodik 

Das fiir die Kulturen verwendete Wasser war in der Quarzapparatur 
doppelt destilliert. Von verschiedenen gepriiften Naihrlésungen bewahrte 
sich am besten eine solche nach BENECKE, kombiniert mit einer nach der 
Vorschrift von PRINGSHEIM (1930) hergestellten Erdabkochung; der mit 
5 Teilen Wasser verdiinnte Dekokt wurde mit der Lésung 1:1 gemischt. 
Die Erde stammte aus Blumentépfen, in denen Epilobien kultiviert waren 
und auf denen sich oft Blaualgen ansiedelten; von solcher Erde wurde 
ein gréBerer homogener Vorrat gesammelt, der fiir die ganze Dauer der 
Versuche ausreichte. Die Nihrlésungen wurden allermeist mit 1°, Agar 
versteift; einige Formen wurden vergleichsweise in fliissiger Losung ge- 
zogen. Als KulturgefaBe dienten sorgfialtig gereinigte 100 ml-Steilbrust- 
flaschen aus Jenaer Glas; jeder Versuch wurde gleichzeitig mit drei 
Kélbchen angesetzt. Weil IaGena (1938) das Wachstum von Blaualgen 
bei 17stiindiger Belichtung besser gefunden hat als bei kiirzerer, hielten 
wir unsere Kulturen (im tagsiiber nicht verdunkelten Laboratorium) in 
Dauerlicht von drei Osram-Tageslichtrdhren [Typ HNT 202 4W (T)] 
unter Aluminiumreflektoren bei einer nachtlichen Helligkeit von etwa 
3700 Lux; die Temperatur betrug unter den Lampen 27 -++ 2° C. Genaue 
Angaben tiber die Technik finden sich in der im Botanischen Institut 
Nymphenburg hinterlegten Dissertation. 

Aus dem Rohmaterial wurden Hormogonien mit Mikropipetten isoliert 
und durch eine Reihe steriler Wassertropfen gefiihrt, bevor sie auf das 
Niahrsubstrat kamen (vgl. JAac, 1945). Bei diesem Verfahren wuchsen 
stets nur wenige der geimpften Zellaggregate an; oft wurden die Algen 
von Bakterien tiberwuchert. Aus einer grofen Zahl gesammelter Proben 
der verschiedensten Gattungen konnten 13 véllig reine Kulturen ge- 
wonnen werden, und nur soleche wurden weiter verwendet. 

AuBer unserem Standardnaihrboden (Sta) !, der neben Ca(NO,), +-4H,O 
0,05 g, MgSO, +-7 H,O 0,01 g, K,HPO, 0,02 g, FeCl, Spur, 100 g Wasser 


' Folgende Abkiirzungen werden in den Protokollausziigen verwendet: AL 3: 
Nahrlésung nach ALLEN Nr, 3. Au 4: ebenso Nr. 4. Cru: Nahrlésung nach Cuv, 
Nr. 10, modifiziert. Dm: Durchmesser. DZ: Dauerzellen. Em: Nahrlésung nach 
Emerson u. Lewis. EZ: Endzellen. Het: Heterocysten. Opt: Optimum der Ent- 
wicklung. Sta: Standardnahrlésung. Su: produzierte Substanzmenge. Tr: Tri- 
chome (Faden ohne Scheide). Tr-Z: Trichomzellen. Z: Zellen. 
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noch die chemisch nicht zu definierenden Stoffe der Erdabkochung ent- 
halt, wurden auch einige rein synthetische Nahrlésungen (mit 1% Agar) 
gepriift, die sich bei der Kultur verschiedener niederer Algen und beson- 
ders auch von Blaualgen bewiihrt haben, naimlich: 

1, Loésung nach Cu Nr. 10 (1942; empfohlen z. B. auch von Prrnas- 
HEIM 1954), modifiziert nach RopHE (1948) und so auch verwendet von 
GERLOFF u. Mitarb. (1950, S. 216) sowie von ALLEN (1952, S. 37). Sie 
enthalt Ca(NO,), 0,004 g, K,HPO, 0,001 g, MgSO, 0,0025 g, Na,CO, 0,002 ¢, 
Na,SiO; 0,0025 g, Kisencitrat (von Ropux eingefiihrt) 0,0003 g, Citronen- 
saure 0,0003 g (von GERLOFF eingefiihrt), A-Z-Lésung eine Spur, H,O 
100 g. — Auch Kraus (1953, 8S. 98f.) wendet (fiir Chlorococcalen) Eisen 
als Citrat nach RopuE und dazu Citronensdéure an. — 2. Lésung nach 
ALLEN (1952) Nr.3: NaNO, 0,1 g, NH,Cl 0,005 g, K,HPO, 0,025 g, 
MgSO, 0,025 g, CaCl, 0,005 g, FeSO, Spur, H,O 100 g. — 3. Lésung nach 
ALLEN Nr. 4: wie ALLEN Nr. 3, nur noch mit Na-Glutaminat 0,1 g. — 
4. Losung nach Emerson u. Lewis (1942): KNO, 0,1 g, NH,Cl 0,005 g, 
KH,PO, 0,1 g, CaCl, 0,002 g, FeCl, 0,0004 g, Na,CO, 0,15 g, A-Z-Lésung 
Spur, H,O 100g. An diesem Nahrboden ist, besonders fiir photographische 
Aufnahmen, die braunliche Farbe st6rend. Alle anderen sind farblos. 

Nahrboden ohne gebundenen Stickstoff wurde in der Weise hergestellt, 
daB in der Standardlésung Ca(NO,), durch CaCl, (0,04 g) und die Erd- 
abkochung durch doppelt destilliertes Wasser ersetzt wurden. Der Agar 
wurde fiir diese Versuche besonders griindlich gewaschen, 2 Tage in 
Leitungswasser, 2 Tage in einfach destilliertem, 1 Tag in doppelt destil- 
liertem Wasser. DaB alle Salze in reinen pro analysi-Praparaten verwen- 


det wurden, war fiir diese Versuche besonders wichtig. 

Fiir die Versuche mit ansehnlichen Konzentrationen von NaCl und anderen 
Salzen wurde im einzelnen Kélbchen zu 24 ml normalen Nahrbodens 1 ml einer so 
dosierten Salzlésung hinzupipettiert, daB die gewiinschte Salzkonzentration in der 
Gesamtmenge von 25 ml gegeben war. 

Durch Wasserverlust stieg die Konzentration der Lésungen in den Kélbchen 
unter dem Wattebausch im Laufe einiger Monate in unkontrolliertem Mae. Die 
Konzentrationsangaben gelten also nur fiir wenige Wochen im Beginn jedes Kultur- 
versuches einigermaBen genau. Fliissiges Substrat, in dem das verdunstete Wasser 
ersetzt werden kénnte, ware in dieser Hinsicht giinstiger, aber fiir uns war es wichti- 
ger, die Gestalt der Lager auf dem festen Nahrboden beobachten zu kénnen. 

Das Wachstum einzelner Faden und das Zustandekommen einschichtiger Lager 
mikroskopisch zu verfolgen wurde mit Hilfe kleiner feuchter Kammern versucht. 
Schalchen von 2 em Durchmesser und 1 cm Héhe wurden zur Halfte mit Wasser 
gefiillt und mit einem groBen Deckglas luftdicht verschlossen, nachdem dieses mit 
einer diinnen Agarschicht bedeckt und mit einigen Algenfaden beimpft wat. Alle 
diese Kulturen gingen aus nicht festzustellenden Ursachen, aber sicher nicht infolge 
yon Hintrocknen, zugrunde, bevor nennenswertes Wachstum stattgefunden hatte. 


Die Wachstumsintensitat bzw. die Substanzproduktion (Su) einer Art 
unter verschiedenen Bedingungen wurde in der Weise ermittelt, dai} der 
Durchmesser der aus einem 1 bis 1,5 mm? groBen Impffleck erwachsenen, 


2» 
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haufig kreisrunden Lager bestimmt und die Lagerdicke geschatzt wurde. 
Bei verschiedener GréBe der Lager im selben Kélbchentrio, wie sie bei 
etwas verschiedener Menge des Impfmaterials leicht zustandekommt, 
wurde der Mittelwert genommen. Die so gewonnenen Verhaltniswerte 
sind natiirlich sehr ungenau, und noch unsicherer ist die vergleichende 
Schitzung der Substanzmengen, wenn Agar- mit Fliissigkeitskulturen 
verglichen werden. Aber bei den meist groBen Ausschlagen sind solche 
Schitzungen wohl doch nicht wertlos. 

Die Messungen wurden an mindestens 50, nicht selten an 100 oder 
auch an 200 Zellen vorgenommen. 

Die Arten, deren Reinkultur gelang, sind folgende: Anabaena oscilla- 
rioides Bory, Anabaena variabilis Kiitz., Anabaena spec. ohne Dauer- 
zellen; ,,apospora: genannt, Cylindrospermum alatosporum Fritsch, Cyl. 
licheniforme Kiitz., Nostoc commune Vauch., Oscillatoria limosa Ag., Oscil- 
latoria spec. diinn, Phormidium autumnale Gom., Phorm. spec. diimn- 
faidig, Plectonema spec., Scytonema javanicum Born., Scytonema spec. 
Dazu kommt Chroococcus spec. aus der von PRINGSHEIM angelegten 
Sammlung in Cambridge, Nr. 1412—3. 

Abgesehen von anderen Arten der fadigen Gattungen haben wir, obwohl wir alle 
unsere Nahrbéden durchpriiften, nicht kultivieren kénnen: den groBen Chroococcus 
turgidus Nag., von dem wir uns besonders viel versprachen, aus den Hochmooren 
und Ubergangsmooren zwischen Miinchen und dem Gebirge; Gloeocapsa alpina aus 
Partenkirchen und Gloeocapsa spec. von einem Kalkfelsen im Gewachshaus (auch 
GemMscu ist die Kultur von Gloeocapsa nicht gegliickt); Stigonema spec. von den- 
selben Standorten wie Chr. turgidus. Nur auf einem Teil unserer Nahrbéden, nam- 
lich auf Sta und auf Cuu, wurden noch in je 10 Kélbchen zweimal ohne Erfolg ge- 
impft: 2 Arten von Chroococcus, 2 von Gloeocapsa, 2 von Stigonema. In den urspriing- 
lichen Wasserproben aus Sphagneten und anderen nassen Moosrasen (Drepanocladus 
scorpioides u. a.) halten sich die Moorformen oft viele Wochen lang, nach den Er- 
fahrungen von Herrn Dr. ESeNBECK besonders wenn zugleich die Wassermoose vom 
Standort anwesend sind und wenn das Licht nicht zu hell ist. 

Das durch seine Farbe auffillige Scytonema julianum Menegh., das auf den 
Steinen und an Mauern in den Nymphenburger Warmhiusern hiufig ist, wurde 
immer von Bakterien itberwuchert; das Verfahren der selektiven Sterilisierung 
durch UV-Licht war uns damals nicht bekannt. Es ware vor allem von Interesse 


gewesen, die Bedingungen kennen zu lernen, unter denen die charakteristische 
Kalkabscheidung stattfindet. 


I. Einzelbeschreibung der Formen und der Versuche 


I. Anabaena oscillarioides Bory 

Von einem Blumentopf, diinnes schleimiges schwarzgriines Lager. In Kultur auf 
Sta Lager flach, ziemlich dick, blaugriin bis schmutziggriin, aus ziemlich dicken 
unregelmaBig gekriimmten in einander flieBenden Strangen. Opt nach 15—20 Tagen. 
Tr + lang, ihre Enden allmahlich oder rasch verjiingt, Z tonnenférmig,5,9—6,7—7,3u 
breit, EZ meist kegelig. Het meist kuglig, manchmal etwas kiirzer als breit, Dm 

‘ d : 

5,5—7,5 wu. DZ zu beiden Seiten der Het, einzeln oder zu mehreren, abgerundet 
zylindrisch oder fast kuglig, 12,6—17,2—19,2 u lang, 10,4—11,5—12,6 w breit, 
AuBenschicht glatt, farblos bis gelblich (Abb. la). 
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Auf AL 3: Het und DZ sparlich, sonst wie auf Sta. — Auf An 4: massenhaft DZ, 
aber keine Het, sonst wie auf Sta. — Auf Cau: Wachstum um 1/3 schwacher, sonst 
wie auf Sta. — Auf Em: diinn und kranklich, hellgriin, nach spatestens 35 Tagen 
weiBlich, lange Tr, arm an Het und DZ. ; 


a nares 
i Auf Sta mit NaCl 0,4, 0,6, 0,8, 1,0, nach 15 Tagen untersucht: mit steigender 

onzentration zunehmende Hemmung des Wachstums. — 0,49: die Faden haben 
den Rand des Kélbchens noch erreicht, aber die Su betragt nur etwa 0,4 der nor- 
malen, und aur eine 5 mm breite Randzone ist blaugriin, das iibrige gelblich, meist 
tot. — 0,69): Lager diinn, kreisrund, mit unregelmaBigem ausgefranstem Rand, hier 


Abb. la. Anabaena oscillarioides, 15 Tage alt, auf Sta 


durchscheinend blaugriin, innen gelb, Su 0,3. — 0,8 und 1,0%): Lager sehr diinn, 
schleierférmig, von innen her ausbleichend, Su 0,20 bzw. 0,15. — Trichomgestalt 
durch NaCl nicht verandert, aber die Het um etwa 30% vermehrt, ohne Veranderung 
von GréBe und Form. DZ fehlen durchaus. 

Auf Sta mit Na,CO,, nach 15 Tagen untersucht. 0,2%: Lager ditnn, mit strahlen- 
formigen Strangen, in der Mitte schon gelblich. Su 0,30. DZ fehlen, sonst keine Ab- 
weichung. — 0,4% und 0,6%: kein Wachstum. 

Auf Sta mit KH,PO, statt mit K,HPO,, nach 15 Tagen untersucht. 0,02%: 
Wachstum normal. 0,04%: starke Hemmung, kleine blaugriine Kliimpchen von 
3mm Dm; Tr kurz, Z kurz tonnenformig, stark granuliert, EZ nie kegelig; DZ 
haufig, meist kuglig, oft zu 3—4 hintereinander, mit farbloser Membran; Het 
kuglig. — 0,06%: Kliimpchen 1,5—2 mm groB, dunkelgriin. — 0,1 und O29. 
Impfflecke weiBlich, kein Wachstum mehr. Besonders empfindlich gegen das saure 
Salz. 
Ohne N' nach 15 Tagen. Lager diinn, schmutziggriin, aus strahlenférmig bis zum 
Kolbchenrand laufenden Strangen gebildet, !/,—1/, so groB wie normal. Habitus der 


1 Ohne N“ oder ,,ohne Stickstoff* bedeutet immer ohne Nitrat in der Nahr- 


lésung. 
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Tr stark verandert: kurz, gekriimmt, Z stark tonnenférmig, granuliert; Het ver- 
mehrt, kuglig; DZ massenhaft, verlangert 17,4—24,4—34,7 uw lang, 7,5—10,0—11.9u 
breit, zylindrisch oder in der Mitte aufgetrieben (Abb. 1c), ihre Membranen dick, 
farblos. Besonders auffalliges Beispiel von Modifikation (Abb. 1b und ec). 


Abb. Le. Anabaena oscillarioides, 15 Tage alt, ohne Stickstoff 
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2. Anabaena variabilis Kiitz. 


Von Dr. Esenpack gesammelt in Graben bei Karlsfeld. In Kultur auf Sta flache 
gallertige, schwarzgriine, glanzende Lager mit dicken, gekriimmten, am Rand sich 
isolierenden Strangen. Opt nach 14—17 Tagen; nach Erschépfung des Nahrbodens 
leichte Verfarbung ins Schmutziggriine. Mikroskopisches Bild nach 10 Tagen: Tr 
+ lang, gekriimmt, Z tonnenférmig, 5,9—6,6—7,1 4 breit, 4,8—6,7 « lang, EZ ab- 
gerundet kegelig; Het meist kuglig, seltener langlich, 7,0—9,7  breit, 7,7—11 yu 
lang; DZ von den Het entfernt, tonnenformig, in Reihen, 7,5—8,6—9,6 “ breit, 
11,0—12,0—14,5 w lang, mit glatter, farbloser oder blaB gelblicher Membran. In 
alteren (30—40 Tage alten) Kulturen sind fast samtliche Tr-Z in DZ umgebildet, 
daneben nur kurze Tr-Stiicke und freie Het. 


Abb. 2. Anabaena variabilis auf verschiedenen Nihrbéden, 19 Tage alt; 
nadmlich auf: a AL 4, 6 AL 3, ec CHU, d EM, e Sta 


Auf Cau anfangs kraftiges, aber nach 25 Tagen hinter Sta und At 3 zuriick- 
bleibendes Wachstum. Auf At 4 ganz schwach mit feinen, kurzen, dunkelgriimen, 
nach 40 Tagen hellorangefarbenen Strangen. Auf Em ein kleines, erst schwarz- 
griines, dann rétlichbraunes Kliimpchen. Mikroskopisch kein Unterschied zwischen 
Sta, Cou und Au 3; auf An 4 Tr teilweise mit deutlichen Gallertscheiden, Het und 
DZ sparlich; auf Em Tr zerfallen. Abb. 2: Das Wachstum auf Sta scheint schwacher 
als auf Au 3, weil die Faden heller und feiner verteilt sind. Wachst in Nahrlésung 
so gut wie auf Agar, in Form einer Haut. 

Auf NaCl nach 40 Tagen. 1,09: Strange zierlicher als normal, Su 0,4; Lager 
kreisrund, dick schleimig, mit leicht ausgefranstem Rand, Het sparlicher, DZ fehlen 
ganz, EZ sehr selten stumpf kegelig. — 1,5%: Su nur noch 0,04; gar keine kegeligen 
EZ mehr, nur kuglig gerundete. 

Auf Na,SO, nach 32 Tagen. 1,5%;: kleine, dick gallertige schwarzgriine Lager mit 
leicht gelapptem Rand, Dm 8—9 mm. — 2,0%: Lager noch kleiner, Dm 6—7 mm. — 
Mikroskopisches Bild: auf Sta vgl. oben; 1,5%: etwa 50% der Z in DZ verwandelt, 
Tr aus kurzen und ellipsoidischen Z bestehend, diese wohl unreife oder gehemmte 
DZ, Het sehr sparlich; 2,0%: noch weniger DZ. — Nach Riickimpfung auf Sta 
wieder normales Wachstum. 

Auf MgSO, nach 30 Tagen. 1,5%: Su 0,6; 2,0%: Su 0,15. Die meisten Z in DZ 
umgewandelt, aber diese fast durchweg kuglig. ee ae 

Auf KH,PO, nach 21 Tagen. 0,02%: sehr ditnne flache Lager mit diinnen Stran- 
gen, etwa 6mm Dm; 0,04%: kleine Kliimpchen von 1,5—2 mm Dm; 0,6%: kein 
Wachstum mehr. — Alle Z zu langlichen DZ geworden. 
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Auf Na,CO, nach 35 Tagen. 0,2%: 3mm groBe Kliimpchen; kurze Tr mit sehr 
verschieden breiten und langen Z, fast keine reifen DZ. 

Ohne N, nach 14 Tagen. Recht starke Hemmung, Lager von 7—8 mm Dm, 
gelbbraun. Fast alle Tr-Z in DZ umgewandelt. Diese oft verlangert 11,3—13,7—19,2 4 
lang, 7,3—8,5—10,8  breit, mit leicht gelbgefarbter Innen- und + dicker, farb- 
loser, radial gestreifter AuBenmembran (an Cylindrospermum alatosporum erin- 
nernd). 


3. Anabaena ,,apospora® 


So benannt, weil bei zweijahriger Beobachtung nie DZ gefunden wurden; Gerr- 
LER hat Arten, von denen keine DZ bekannt sind, nicht aufgenommen (1932, 8.871). 
Von einem Blumentopf, schwarzliches schleimiges Lager. In Kultur ahnlich wie A. 
oscillarioides, satt dunkel blaugriin; Opt nach 12—15 Tagen. Tr-Enden plétzlich 
verjiingt, EZ kegelig. Nach 14 Tagen Tr-Z tonnenférmig, 5,6—6,2—7,7 mw breit, 
meist 2/,; so lang wie breit, seltener so lang wie breit; Het kuglig bis ellipsoidisch, 
6,1—11,3 uw lang, 7,5—9,3 wu breit. 

In Nahrlésung schwacherer Wuchs als auf Agar. 

Auf NaCl nach 21 Tagen, starke Hemmung. 0,4, 0,6, 0.8, 1,0% Su 0,90 bzw. 
0,45, 0,35, 0,08. Wuchsform wenig verandert, Lager diinner. Tr-Z mit zanehmender 
Konzentration verlangert, zuletzt so lang wie breit oder sogar etwas linger als breit, 
kaum mehr tonnenférmig, fast zylindrisch, EZ stumpfkegelig bis abgerundet; Het 
sparlich. 

Auf KH,PO, schon bei 0,02% kein Wachstum mehr. Besonders empfindlich 
gegen niederes pu. 

Ohne N nach 17 Tagen. Etwa halb so groB wie normal, dunkel- bis schwarzgriin. 
Het etwa 50% mehr, von sehr variabler GréBe, 7,3—11 uw lang, 5,5—10,0 wv breit. 
Tr etwas verschmalert, 5,3—)5,7—7,3 uw (normaler Mittelwert 6,2 1). 


4. Chroococcus spec. 


Aus der Sammlung Cambridge, Nr. 1412—3. Z wenige «im Dm. Nur auf Em 
gutes Wachstum. 

Auf Au 3 und Au 4 diinne viel schwichere Lager, auf CHu noch schwacher, auf 
Sta gar keine Entwicklung. 


5d. Cylindrospermum alatosporum Fritsch 


Aus dem ,,Tropischen Sumpf* der Gewiachshiuser, wohl aus Afrika (wo nach 
GEITLER einheimisch) eingeschleppt, auf dem Wasser schwimmendes Hautchen. In 
Kultur stets kreisformige, zihe Haute mit ausgefranstem Rand und etwas aufge- 
rauhter Oberflache; Opt nach 18—22 Tagen. Farbe erst lebhaft blaugriin, spater 
schwarzgriin, bis zum Vertrocknen. Tr lang, dicht verschlungen, Z zylindrisch, an 
den Querwanden etwas eingezogen, 4,6—4,75—5,8 wv breit, eben so lang oder bis 
doppelt so lang wie breit. Het ellipsoidisch, 5,1—6,4 w breit, 5,8—9,7 uw lang. DZ 
immer einzeln, zylindrisch, mit dicker, farbloser bis leicht gelblicher Innenschicht 
und farbloser, radial gestreifter, im optischen Schnitt als ,,Fliigel* erscheinender 
AuBenschicht, 20,0—23,J—26,5 4 lang, ohne AuBenschicht 11,0—/3,4—14,6 
breit, mit AuBenschicht 13,7—/5,8—17,7 w breit. Die AuBenschicht wird erst an 
vollreifen DZ gebildet und, anders als Frrrscr bei seinem Material beobachtet hat, 
bis zum Eintrocknen der Kultur nicht aufgelést. 

Auf Cuu deutlich schwacher als auf Sta, nach 20 Tagen auBen gelbbraun, innen 
schmutziggriin. — Auf Au 3 halb so stark wie auf Sta, Hautchen diinn, bei Nahr- 
stoffmangel auBen gelborange, innen schmutziggriin werdend. — Auf At 4 unregel- 
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maBige, flache, oscillatoriadhnliche Lager, die bald gelblich wurden und dann ab- 
starben. — Auf Em kleines gallertiges Kliimpchen, nach 25 Tagen gelblich, nicht 
mehr wachsend. Mikroskopisch: Cav wie Sta, AL 3, Het und DZ selten, At 4 keine 
Het und DZ. 

Mit NaCl nach 22 Tagen. 0,49%: Su 0,15, Hautchen mit etwas unregelmaBigem 
Rand; Tr-Z verschmalert, 3,5—4,0—5,3  breit (normaler Mittelwert 4,75), bis 
tuber doppelt so lang; DZ sehr vereinzelt, in der Gestalt verandert, lang und schmal, 
ellipsoidisch oder spindelférmig, 7,3—10,9 w breit, 27—32 “ lang, Membran ver- 
haltnismaig diinn, ohne den ,,Fliigel‘‘; Het sparlich. — 0,6°¢: Su 0,07, sonst wie 
mit 0,4%, keine DZ und Het. — 0,8%: Su 0,02, einzelne Zellen angeschwollen, DZ 
und Het fehlen. — 1,0%: fast kein Wachstum, Lager hellgriin, Tr kurz, Z sehr 
unregelmafBig, teilweise lang und dick, auch bauchig geschwollen. 

Mit MgSO, nach 40 Tagen. 1,59: Su 0,6; Lager fast anabaenadhnlich, mit 
dicken, + gekriimmten, strahlig wachsenden Strangen, olivgriin bis braunlich, beim 
Austrocknen gelbbraun; Tr-Z tonnenférmig, 4,4—5,7  breit; Het und DZ sparlich, 
diese ohne ,, Fliigel**. — 2,0°%: ahnlich wie vorher, keine DZ und nur noch vereinzelte 
Het; Lager gegen das Austrocknen hin in der Mitte schmutziggriin, am Rand 
rotlichbraun. 

Mit KH,PO, nach 18 Tagen. 0,02%: Su 0,5; diinne dunkelgriine Hautchen mit 
stark gefranstem Rand, DZ und Het haufig. — 0,04%: Su 0,15, Lager diinn, hell- 
blaugriin, mit diinnen, gekriimmten Strangen, ahnlich wie Anabaena wachsend, 
wenige Het, keine DZ. — 0,1%: Su 0,02, Lager diinn, unregelmaBig lappig, durch- 
scheinend hell olivgriin; Tr kurz, Z meist mehr als doppelt so lang wie breit; Het 
und DZ fehlen. 

Ohne Stickstoff nach 14 Tagen. Kreisrunde zihe Hautchen mit ausgefranstem 
Rand, etwas gelblich griin, Su 0,45. Tr-Z oft mit einer groBen Vacuole, darin in 
Brownscher Bewegung befindliche Kérnchen, wie schon v. ZasTRow (1953, 8.184) 
an tiberalterten Erddekoktkulturen von Cylindrospermum alatosporum und Anabaena 
variabilis beobachtet hat. DZ viel reichlicher als normal, verlangert, 25—3/,2—42 
lang, mitsamt der gut ausgebildeten AuBenschicht (,,Fliigel‘) 11,5—/3,6—16,5 yu 
breit. Het haufig, in der GréBe sehr variabel. 


6. Cylindrospermum licheniforme Kitz. 


Aus dem GroBen Farnhaus, auf feuchter Erde diimnes, schleimiges, schwarz- 
griines Lager von etwa 20 mm?. In Kultur Lager kreisférmig mit fast glattem Rand. 
Opt nach 30—35 Tagen, erst blaugriin, bis der Kolbchenrand erreicht ist, dann, mit 
der Bildung der DZ, von der Mitte her ins Schwarzgriine sich verfarbend, bei voll- 
reifen Kulturen schwarzbraun, so auch beim Austrocknen. Opt nach 30—35 Tagen. 
Beim Ablésen des Hautchens einer alteren Kultur findet man den rotlichbraunen 
Farbstoff der DZ in den Agar eingedrungen, wie es GLADE (1914) von Fliissigkeits- 
kulturen seiner ,,forma Lemmermanni“ beschrieben hat. Mikroskopisch nach 30 Ta- 
gen: Tr kurz, gekriimmt, Z so lang wie breit oder etwas langer, zylindrisch, an den 
Querwanden eingeschniirt, 4,83—5,7—6,0 wu breit, 5,7—6,5—7,0 uw lang; Het lang- 
lich, 7,0—8,2 w lang, 6,3—6,7 « breit; DZ langlich zylindrisch oder ellipsoidisch, 
27,0—35,1 yu lang, 13,0—16,0 « breit, mit dicker, glatter, reif rdtlichbrauner AuBen- 
schicht, immer einzeln. 21% Jahre lang trocken aufbewahrte DZ lieferten noch 
normale Kulturen. 

In Nahrlésung: Wachstum 0,6 von normal. ifr 

Mit NaCl nach 45 Tagen. 0,2°%: Su 0,8, Lager schwarzbraun, Het sehr reichlich, 
DZ sehr reichlich, rotlichbraun. — 0,4%: Su 0,65, Lager schwarzgriin wie bei allen 
folgenden Konzentrationen, Het noch an jedem Tr, DZ reichlich, teilweise noch 
nicht pigmentiert. — 0,6%: Su 0,35, Lager mit gelapptem Rand, Het nicht. mehr an 
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jedem Tr, DZ sparlich, meist ungefarbt. — 0,8%: Su 0,2, Lager fein zerteilt, dick 
gallertig, klumpig, Het und DZ fehlen. — 1,0°%: Su 0,1, sonst wie vorher. — 15%: 
Su 0,05, kleine klumpige unregelmaBig geformte Lager, Tr lang, hellgriin, nicht 
dunkelgriin wie sonst immer, verschmalert, 3,8—4,2—4,8  breit, Het und DZ 
fehlen. — 2,0 und 3,0%: kein Wachstum mehr. — Eine VergréBerung der Het durch 
NaCl, wie sie CANABAEUS bei Anabaena variabilis gefunden, konnte nicht festgestellt 
werden. — (Abb. 3.) 


Mit KCI. Schon bei 0,69 kein Wachstum. 


Abb. 3. Cylindrospermum licheniforme, 19 Tage alt, auf Sta mit Zusatz verschiedener Mengen von NaCl: 
a0, 60,2, c 0,4, @ 0,6, € 0,8, 1,0, g 1,5, h2,0% 


Mit Na,SO, nach 32 Tagen. 0,694: Su 0,95, Lager schwarzbraun, dickes zahes 
glattes Hiutchen, Tr, Het, DZ normal. — 0,8°%: Su 0,8, DZ ungefirbt, sonst nor- 
male Tr. — 1,0%: Su 0,45, Lager in der Mitte schwarzbraun, am Rand dunkelgriin, 
eigenartig zerteilt, mit zahlreichen feinen Auslaiufern, dick gallertig, Tr-Z stark ver- 
andert, meist Het mit DZ spirlicher, diese farblos. — 1,5°%: 0,04, Lager einzelne 
kleine nahe beieinanderliegende Kliimpchen. Tr-Z stark verindert, meist mehr als 
doppelt so lang wie breit, bauchig angeschwollen; Het fehlen, DZ verhiltnismaBig 
haufig, in verschiedenen Entwicklungsstadien, oft zu 3—4 hintereinander, immer 


farblos. — 2,0%: Su 0,02, sonst aihnlich wie vorher (Abb. 4). — 3,0°4: kaum mehr 
Wachstum, kleines Kliimpchen. — DZ werden also in den hohen Konzentrationen, 


die die Bildung von Het nicht erlauben, noch angelegt. 

Mit MgSO, nach 26 Tagen. 0,694: Su 0,8, Lager braunlichgriin, dick, zah, etwas 
unregelmaBig berandet, Het und DZ normal. — 0,8%: Su 0,4, Lager schwarzgriin 
bis dunkelgriin, dick gallertig, unregelmaBig klumpig, Het und DZ nicht mehr an 
jedem Tr, diese ungefiarbt. — 1,094: Su sehr gering, Lager schwarzgriin, einige kleine 
gallertige Kliimpchen, Tr sehr lang, Het vereinzelt, DZ fehlen. — 1,5%: ahnlich wie 
vorher, keine Het mehr, auch DZ fehlen. — 2,0: Su sehr gering, Kliimpchen 
braéunlich, Tr-Z sehr variabel, teils normal, teils verlaingert, auch bauchig (Abb. 5). 
Nach weiteren 50 Tagen also bei einem Alter von 75 Tagen hatten die Lager mit 
0,6 bis 1,59 unter weiterem Wachstum leuchtend ziegelrote Farbe angenommen, 
wahrend auf 2,0% die Farbung mehr ins Gelborange ging. Bei Zugabe von 2 ml 
einer 0,19 igen Lésung von Ca(NOs), zu jedem Kélbchen kehrte die gritne Farbe 
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nicht zuriick, die Verfarbung beruhte also nicht auf N-Mangel. Weil Na-Sulfat nicht 
die gleiche Wirkung hat wie Mg-Sulfat, scheint eine spezifische Wirkung von Mg 
vorzuliegen. — Von auf 2% stark bauchig veranderten Einzelzellen aR 4 Stiick 
isoliert, ebenso 4. DZ; die Mehrzahl der Z entwickelte sich auf Sta zu normalen 
Lagern mit regelmaBigen Het und DZ. 


Abb.4. Cylindrospermum licheniforme auf Sta mit 2,0% Na.SO,, 32 Tage alt. 
Viele Tropfen und Granula, keine Vacuolen 


Abb. 5. Cylindrospermum licheniforme auf Sta mit 2,0% MgS0O,, 32 Tage alt. 
Viele Tropfen und Granula, keine Vacuolen 


Ohne Stickstoff, nach 18 Tagen untersucht. Su 0,2, also recht geringes Wachs- 
tum. Lager diinn, Rand schwach gefranst, Farbe hell- bis schmutziggriin. Tr un- 
verandert, Het und DZ vermehrt, diese erst farblos, nach weiteren 30 Tagen schwach 
gelbbraun. 

7. Nostoc commune Vauch. 


Aus dem Gewichshaus. Auf Sta annahernd kreisférmige, flache, hautartig gal- 
lertige, faltige oder wellige Lager von schwarz- bis olivgriiner Farbe und mit un- 
regelmaBig gestaltetem Rand. Opt nach 35—40 Tagen. — Auf Cav etwas lang- 
samer wachsend, Lager kompakter, dunkelgriin, spater olivgriin. — Auf At3 Su 
etwa 0,5, Lager schwarzgriin, fest, am Rand kleine kuglige Kolonien abgetrennt. — 
Auf Au 4 und Em kein Wachstum. — Auf den verschiedenen Substraten nur un- 
wesentliche Unterschiede in der Farbe der Faden. DZ wurden, wie fiir die Art 


charakteristisch, nie gebildet. 
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8.Oscillatoria limosa Ag. 

Aus einem Sumpfpflanzenbecken im Gewachshaus, ausgedehntes schwiarzliches 
Lager, stark glinzend. Wachstum (der Gattung) auf Agar sehr charakteristisch in 
.,Schleifen“ und sogar ,,kreisrunden Spiralwirbeln“ (PRrncsHErM, 1914, S. 68). Opt 
nach 22—27 Tagen. Lager schwarzgriin, nach Erschépfung des Nahrbodens gelb- 
lichbraun. Tr-Z (100 Messungen) 12,6—13,9—17,4 v breit, héchstens 1/,;mal so lang 
wie breit, an den Querwanden nicht eingeschniirt. Tr gegen die Enden plotzlich 
leicht verjiingt, EZ abgerundet, kopfig, mit leicht verdickter Membran, heller grin. 
Granulation an den Querwanden erst bei alterem (etwa 40 Tage altem) Material. 

In Nahrlésung: Su 0,75. 


z 7 f 


Abb. 6. Oscillatoria limosa, 19 Tage alt, auf Sta mit verschiedenen Mengen von NaCl. 
a0, 60,2, c 0,4, @d0,8, e1,0, 7 2,0, g 8,0% 


Mit NaCl nach 25 Tagen, Wachstum unverandert in Schleifen (Abb. 6); Su bei 
0,2%: 0,65 des normalen; 0,4 und 0,6%: etwa 0,5; 0,8%: 0,4; 1,0%: 0,2; 15%: 
0,15; 2,0%: 0,1; 3,094: nur noch Ausbreitung der geimpften Faden, kein Wachstum 
mehr. Die Farbung der Lager war erst von 0,8% an gegen Braunlichgriin verandert, 
in den héheren Konzentrationen ausgesprochen so. Von 0,4% an die Faden in ziem- 
lich kurze Hormogonien zerfallen, teilweise mit deutlichen Gallertscheiden, die bei 
1,0% 2 w dick sein kénnen, — 0,89: der Zerfall in wenig- oder gar einzellige Frag- 
mente an den noch langeren Tr-Stiicken durch Einschniirung der Querwande vor- 
bereitet, so daB der Habitus der Kultur tief veriindert erscheint. — 1,5%: Einzel- 
zellen groBenteils kuglig, Gallertscheiden oft dick. — 2,0 und 3,0°4: keine normal 
aussehenden Fadenstiicke mehr. Auf Sta zuriickgeimpftes Material von 1,5 und 
2,09 NaCl entwickelt sich wieder zu vollkommen normalen Fiiden. 

Mit Na,SO,, nach 27 Tagen untersucht. Wuchsform unverindert. 0,6%: Su 0,65; 
08%: 0,45; 1,09: 0,2; 1,5 und 2,09): fast kein Wachstum mehr. Farbe mit steigen- 
der Konzentration des Salzes gegen briiunlich hin verandert. Tr bei 1 und 2% an den 
Querwanden oft leicht eingezogen, in ziemlich kurze Stiicke zerfallend, doch lange 
nicht so extrem wie unter der Wirkung von NaCl. Gallertscheiden noch auffallender 


als dort (Abb. 7). Von 1,5 und 2% abgeimpftes Material entwickelt sich ohne Salz 
wieder gut. 


Ohne Stickstoff: kein Wachstum. 


9. Oscillatoria spec. 


Aus einem Sumpfbecken des Gewachshauses, sehr diinn, blaugriin, rasch wach- 
send. Nur zu den Versuchen mit farbigem Licht verwendet (siche unten). 
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10. Phormidium autumnale Gom. 


Aus der Ortschaft Polling bei Miinchen, auf Erde zwischen Pflastersteinen 
schwarzliches diinnes Lager, 10 em lang, 1,5 cm breit. Auf Sta strahlig wachsend, 
nach etwa 3 Tagen Schleifenbildung, bald dichte enge Locken. Opt nach 12 bis 


Abb. 7. Oscillatoria limosa auf Sta mit 1,0% Na.SO,, 30 Tage alt, mit dicken Gallertscheiden 


15 Tagen, die ganze Bodenflache des Kélbchens bedeckend, dunkeloliv- bis grau- 
griin, nach 15 Tagen ins Braune iibergehend. Tr lang, Enden auf verschiedene Weise 
verjiingt, oft leicht hakig gebogen (Ubergang zu wncinatum, GririEr), EZ flach 
kegelig. Tr-Z (100 Messungen) 4,8—5,4—6,4 w breit, 44 mal bis 1mal so lang wie 
breit, nicht granuliert. Scheiden diinn, eng anliegend, farblos, meist nur an abge- 
storbenen Tr sichtbar. MaBige Hormogonienbildung. 


Abb. 8. Phormidiwm autumnale, 11 Tage alt, auf verschiedenen Nahrbéden, namlich auf: 


a Au 4, b BM, c Cuv, d AL3, ¢ Sta. Das Wachstum auf Sta war starker als die Photographie 
infolge der hellen Farbe des Lagers erkennen labt 


Auf Au 3 so kraftig wachsend wie auf Sta, weitere Spiralen der starken Strange 
statt der feinen Locken. — Auf Cv etwas schwacher. — Auf Au 4 durch Bakterien 
geschadigt, langsam wachsend. — Auf Em sehr schwaches strahliges Wachstum, 
das bald eingestellt wird (Abb. 8). Das Wachstum auf Sta scheint im Bild schwacher 


als es war. 
Ohne Stickstoff: kein Wachstum. 
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11. Plectonema spec. 


Als Verunreinigung in einer Kultur von Scytonema javanicum gefunden, also wie 
dieses vom Kalktuff des GroBen Farnhauses stammend. Tr mit diinnen farblosen 
Scheiden, sehr selten verzweigt, also kein Phormidium. Auf Sta kreisrunde, satt 
blaugriine, ziihe Lager, Opt nach 25—30 Tagen, spiter iiber Gelbbraun nach leuch- 
tend Orange verfarbt, in der Mitte dunkler. 

Auf Cav um 1/; schwicher, zuletzt ziegelrot, in der Mitte rétlichbraun. — Auf 
At 3 und An 4 langsam wachsend, dicke runde Lager von 9mm Dm und 1,5 mm 
Hohe, einige Tr-Biischel wie bei Scytonema nach oben abstehend, bis zum Ein- 
trocknen schwarzgriin. — Auf Em kein Wachstum. — Ohne Stickstoff kein 
Wachstum. 


12. Scytonema javanicum Born. 


In den Warmhausern des Nymphenburger Gartens haufig auf Steinen und 
Mauern, samtige Rasen, schwarzgriin oder bei schlechter Ernahrung olivgriin bis 
gelbbraun. Im GroBen Farnhaus war einmal ein Kalktuff-Felsen auf einer Flache 
von etwa einem Quadratmeter von einem dunkelgriinen Rasen iiberzogen. Im 
Cycadeenhaus wachst die Alge auch auf Cycas-Blattern in kleinen tiefgriinen Pol- 
stern (nach GEITLER auch in der Heimat ,,auf Blattern‘‘). 

Auf Sta sehr langsam wachsende Lager, nach 25 Tagen im Dm 6 mm gro und 
1 mm dick, nach 72 Tagen 12 mm im Dm gro8 und 3 mm dick, kreisf6rmig, am Rand 
fein ausgefranst, samtig, schwarzgriin, zuletzt schwarzbraun. In der Mitte der Lager 
aufrecht abstehende Fadenbiischel, meist heller rétlichbraun. Das mikroskopische 
Bild der Tr aus verschiedenen Teilen des Lagers nicht gleich: a) Am Rand Tr dunkel- 
blaugriin, lang, Scheiden diinn, eng anliegend, farblos, Verzweigungen selten, meist 
einfach (T'olypothrix-Typus), vereinzelt gepaart (Scytonema-Typus); Het ziemlich 
selten, so breit wie die Tr-Z, fast kuglig bis zylindrisch; maéBige Hormogonien- 
bildung. b) Aus der Mitte vom Grund des Polsters: Tr etwas kiirzer, Hormogonien 
zahlreich. c) Aus der Mitte oben: Tr olivgriin, reich verzweigt, Scheiden eng und farb- 
los oder etwas weiter und leicht gelblich, Het zahlreich, oft zu 2—3 hintereinander. 
Bei der Seltenheit doppelter Verzweigung sollte man die Form eigentlich als T'oly- 
pothrix bestimmen. 

Auf Cuvu wie auf Sta, Opt nach 70 Tagen, die aufrechten Fadenbiischel nicht so 
stark und lang, dunkelorange bis hell rotbraun. — Auf At 3 halb so groB, sonst wie 
normal, — Auf Au 4 gallertige hellorangefarbene Kliimpchen, 3mm Dm. Nach 
Riickimpfung auf Sta wieder normales Wachstum. 

In Nahrlésung Su 0,4. 

Ohne Stickstoff, nach 25 Tagen mit gleichalter Normalkultur verglichen (Abb9): 
Dm der kreisrunden Lager 4—5 statt 6 mm. Tr stark verandert; verschieden lang, 
an den Querwanden oft deutlich eingeschniirt, gelbgriin bis schmutziggriin, mit 
zahlreichen Het, mdpig verzweigt (nach beiderlei Typus), Breite der Tr verringert, 
samt Scheide 5,7—7,9—10,2 4 (200 Messungen). Z meist kiirzer als breit. Die Cha- 
raktere auf Sta waren bei gleichem Alter: Tr alle lang, dunkelgriim, an den Quer- 
wanden selten etwas eingezogen, Het noch fehlend, Verzweigungen (nach beiderlei 
Typus) sehr selten, Breite 7,3—9,5—12,6 uw (200 Messungen), Z kiirzer als oder so 
lang wie breit. 

Nach diesen Erfahrungen wurden auf Sta gewachsene, 115 Tage alte Lager von 
26mm Dm und 3mm Dicke verglichen. Ihre Tr hatten ahnliche Beschaffenheit 
wie die ohne Stickstoff kultivierten 25 Tage alten: Farbe hell oliv- bis braunlich- 
griin, Het reichlich, Verzweigungen (meist einfache, selten doppelte) sehr reichlich. 
Diese Veriinderungen beruhten also wahrscheinlich auf der Erschépfung der Nahr- 
stoffe, vornehmlich des Stickstoffs. Auch das Verhalten der aufrechten, vom 
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Nahrsubstrat entfernten Fadenbiischel in der Mitte noch nicht zu alter Rasen 


wird jetzt verstindlich: sie erscheinen mit ihrem Reichtum an Verzweigungen 
und an Het als Hungerformen. 


Abb. 9b. Scytonema javnicum, 25 Tage alt, auf Sta ohne Stickstoff 
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Jaaa hat an Scytonema polymorphum Jaag Zunahme der Verzweigungen und der 
Het sowie Gelblichwerden der Scheiden bei starker Beleuchtung beobachtet (1942, 
S. 36). Wir haben 5 mit Scytonema javanicum beimpfte Kélbchen 40 cm weit unter 
einer Philips- Quecksilberdampflampe (Typ HPL 125) gehalten, wobei die Licht- 
intensitat um etwa 1/, hoher war als unter den Neonlampen und die Temperatur 
29—31° C betrug statt 27°. Die Rasen wuchsen hier rascher als unter den gewohn- 
lichen Bedingungen; sie hatten nach 15 Tagen einen Dm von 7 mm und eine Dicke 
von 1,5 mm erreicht, wozu sonst 27 Tage benétigt wurden. Eine Veranderung in der 
Beschaffenheit der Faden war nicht zu finden, abgesehen von einer leichten Gelb- 
lichfarbung der Scheiden. Es kénnte demnach sein, da auch in den Versuchen von 
JaaG die Forderung der Zweig- und der Het-Bildung nicht nur von dem héheren 
Lichtgenu8 unmittelbar abhing, sondern auch von der durch das raschere Wachstum 
bedingten Erschépfung des Nahrbodens. Die Gelbfarbung der Scheiden scheint 
wirklich durch starkes Licht unmittelbar geférdert. (Von einer Beziehung zwischen 
Scheidenfarbung und starkem Licht im Freien berichtet auch GrrrLeR, 1932, 8.72.) 


15. Scytonema spec. 


Die Alge fand sich unter T'rentepohlia aurea, die Herr DoprELBAUR aus dem 
Gewachshaus in Kultur genommen hatte. Nach den MaBen der Z kénnte es sich um 
Sc. ocellatum Lyngb. handeln, aber die Scheiden sind diinn und farblos. Wachst 
nicht so langsam wie Sc. javanicum, Dm der Lager nach 18 Tagen 6 mm, Opt. nach 
35—40 Tagen. Auf Sta kreisrunde, dicke Lager mit ausgefranstem Rand, nie mit 
aufgerichteten Fadenbiischeln, satt dunkel blaugriin, mit dem Altern schwarzgriin 
und zuletzt schwarzlichbraun. Faden lang, gekriimmt, mit Scheide 7,4—8,6—11,0 
breit (100 Messungen), Zellen meist kiirzer als breit. Verzweigungen beider Typen 
sehr spirlich, Het zunaichst fehlend. — Nach 75 Tagen Dm etwa 22 mm. Het jetzt 
in groBer Zahl zu finden, oft zu 2—3 hintereinander, oft etwas breiter als die ge- 
wohnlichen Z. Einfache Verzweigungen noch immer sehr sparlich. Teilweise in 
Hormogonien zerfallen. 

Wachst in Nahrlésung fast ebenso gut wie auf Agar, in Form kleiner Fléckchen, 
gehort also vielleicht zu den normal wasserbewohnenden Arten. 

Ohne Stickstoff. Nach 18 Tagen wenig schwicher als auf Sta, Lager dick, 
schmutzig- bis gelbgriin, ohne aufrechte Fadenbiischel. Faden von derselben Be- 
schaffenheit wie in den 75 Tage alten Kulturen auf Sta, mit zahlreichen Het. 

Unter der Quecksilberdampflampe verhielt sich die Art ebenso wie Sc. javanicum. 
Die Raschen waren nach 15 Tagen dicker, 6—7 statt 3—4 mm groB, einige vom 
Substrat abstehende Fadenbiischel waren vorhanden, auch vereinzelte doppelte 
Verzweigungen. 


Il. Vergleichende Betrachtung 
1. Wachstum auf dem Standardnihrboden 

Wenn manche Gattungen und selbst Arten der Blaualgen am natiir- 
lichen Standort nach der Gestalt und Farbe der Lager mit Wahrschein- 
lichkeit zu erkennen sind, so erscheinen die Unterschiede bei giinstigen 
und vollig gleichen Kulturbedingungen vollends auffallig gro8, teils zu 
Beginn teils in spateren Zustiinden der Lagerbildung. Cylindrospermum: 
kreisrunde Hautchen, glatt, zih, ziemlich derb, mit fast glattem (C. 
licheniforme) oder ausgefranstem Rand (C. alatosporwm). Scytonema: 
kreisrunde, dicke, samtige Rasen mit fein ausgefranstem Rand, bei Sc. 
javanicum in der Mitte mit Biischeln aufrechtstehender Faden. Nostoc: 
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kreisrunde oder unregelmaBigere, dick gallertige Lager mit gelapptem 
Rand und unregelmaBig faltiger Oberfliche (Bilder bei PRINGSHEIM 1914, 
Taf. II); Oscillatoria: als dinner Schleier sich rasch ausbreitend, erst mit 
strahligen diinnen Strangen, dann in weiten Schleifen, Spiralen, Wirbeln 
wachsend, zuletzt als zusammenhingende Haut. Anabaena: ein Flecht- 
werk derber gekriimmter Striinge ohne zusammenhingende Randlinie, 
spater etwas faltige Flache (gutes Bild bei DrEwns 1928, Taf. 1). Phor- 
midium: abnlich wie Oscillatoria, doch mit engeren Locken (vergleichbar 
den Lockenkopfkolonien von Bacillus anthracis, wenn auch von anderer 
GréBenordnung), oder mehr diffus. Die Kriimmungen der Fiden und 
Strange riihren natiirlich von ausgiebigem intercalarem Wachstum her. 

Das Tempo des Wachstums ist sehr verschieden. Optimale Entwick- 
lung der Kulturen war unter den Bedingungen unserer Versuche erreicht 
in folgenden Fristen: Anabaena ,,apospora‘*, Oscillatoria spec., Phormi- 
dium autumnale 12—15 Tage, Anabaena variabilis 14—17, Anabaena 
oscillarioides 15—20, Cylindrospermum alatosporum 18—22, Oscillatoria 
limosa 22—27, Plectonema spec. 25—30, Nostoc commune und Scytonema 
spec. 35—40, Scytonema javanicum 80—90 Tage. 

Die Farbe der Lager ist zur Zeit optimalen Wachstums meist blaugriin 
in verschiedenen Nuancen von fast laubgriin bis zu schwarzgriin, doch 
auch von oliv- bis zu gelbgriin, hell graugriin bei Phormidium autumnale. 
Charakteristisch ist auch die Art der Verfarbung, die mit zunehmender 
Ersch6pfung und Austrocknung des Nahrbodens sich einstellt. An ein- 
getrockneten Kulturen wurden folgende Farbtoéne protokolliert : schwarz- 
griin Anabaena. ,,apospora’*, Cylindrospermum alatosporum; schmutzig- 
griin Anabaena variabilis; dunkelbraun Phormidiwm autumnale ; schwarz- 
braun Cylindrospermum licheniforme, Scytonema javanicum, Scytonema 
spec.; gelblichbraun Oscillatoria limosa; gelblich Anabaena oscillariotdes ; 
leuchtend orange Plectonema spec. 

2. Variabilitét der Trichome innerhalb eines Lagers 

Bei Scytonema javanicum fiel auf, daB die Trichome am Rand eines 
ailteren Lagers sich von denen aus der Mitte unterschieden, und da in 
der Mitte wieder Unterschiede bestanden zwischen der unteren und der 
oberen Schicht (vgl. S. 118). Das erinnert an eine Beobachtung von 
Frirscu (1953) an Phormidium valderianum (Delp.) Gom., bei dem die 
Linge der Zellen, die Dicke der Querwande, die Starke der Einschntirung 
an den Septen in den verschiedenen Schichten des Lagers, aber auch mit 
der Jahreszeit in auffalligem Mafe variieren. 


3. Wachstum auf verschiedenen Nahrbéden 
Auf unserem Standardboden (BENECKE mit Erdabkochung) wuchsen 
alle Stimme sehr gut, mit Ausnahme des Chroococcus aus Cambridge; 


den synthetischen Nahrbéden gegeniiber war das Verhalten sehr unter- 
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schiedlich. Die Tab. 1 stellt die in gleicher Zeit produzierten Substanz- 
mengen in ungefihren Verhaltniszahlen dar. Fiir die Arten Nr. 1—7 ist 
die Produktion auf Standard (Sta) — 1 bezogen, bei Chroococcus ist der 
auf EMERSON erreichte Wert die Vergleichseinheit. 0,1 bedeutet 1/,) und 
darunter. 


Tabelle 1. Substanzproduktion verschiedener Cyanophyceen auf verschiedenen 
Ndhrbéden. Produktion auf Sta = 1 gesetzt 


Sta CHU AL3 AL 4 EM 
1. Anab. oscillarioides . . . | 1 0,6 | 0,8 | 0,7 0,1 
2. Anab. variabilis | ] 1 | 1 | Olea 0,1 
3. Cylindr. alatosporum I! 0,75 0.5 Te) 0 
4. Nostoc commune... . 1 1 0,5 | to) 0 
5. Phormid. autumnale 1 1 1 0,1 0,1 
6. Plectonema spec. . 1 0.6 0,1. 0,1 0 
7. Scytonema javanicum . 1 1 0,5 | 0,1 0 
SuChrOOCocci se. erat. sm 0 0,1 O15 Olea 1 


| | 


Fiir die Praxis vergleichender Behandlung la®t sich nach diesen Er- 
fahrungen die genau zu reproduzierende Nahrl6sung von Cuu-RODHE- 
GERLOFF an erster Stelle empfehlen. Bei anspruchsvolleren Objekten wird 
man ohne Spezialnihrbéden, die noch erfunden werden miissen, nicht 
auskommen. Der Chroococcus von Cambridge ist schon ein Beispiel dafiir. 

Bei starker Hemmung auf nicht zusagendem Substrat wird die Wuchs- 
form natiirlich mehr oder weniger tief verandert. Aber auch bei unge- 
stérter Entwicklung kann der Habitus der Lager gegeniiber dem Aus- 
sehen auf Sta stark modifiziert sein. Hier ist vor allem Phormidiwm 
autumnale zu nennen, das auf Cau und Au 3 in weiten Schleifen von 
dunkelolivgriiner bis schwarzlicher Farbe wuchs statt hellgrau in feinen 
Locken. Nostoc commune bildete auf AL 3 tiber den Rand des kompakten 
Lagers vorgeschobene kleine Kolonien von Kugelform. Plectonema spec. 
entwickelte auf AL 3 und Au 4 kleine dicke statt ausgebreiteter flacher 
Lager; die auf Sta und Cuu charakteristische Orangefiirbung alternder 
Kulturen unterblieb ganz. 

Auch die Differenzierung der Zellen im Trichom wird durch die Quali- 
tat des Nahrbodens mitunter beeinfluBt. Auf At 3 waren bei Cylindro- 
spermum alatosporum und Anabaena oscillarioides Heterocysten und 
Dauerzellen sparlicher als normal, auf Au 4 fehlten beide Zellformen bei 
Cylindrospermum alatosporum ganz, bei Anabaena oscillarioides waren 
massenhaft Dauerzellen entwickelt, wihrend die Heterocysten wieder 
fehlten. Anabaena variabilis wurde durch Au 3 gegeniiber der normalen 
Gestaltung nicht abgeindert, auf AL 4 waren Heterocysten und Dauer- 
zellen verringert. Das sind zunachst ganz oberflichliche Erfahrungen, die 


iiber die Wirkungen der einzelnen Bestandteile der Nahrlésungen nichts 
aussagen, 
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4. Die Wirkungen von Mineralsalzen 

Die oben genannten Mineralsalze wurden in verschiedenen Konzentra. 
tionen nur dem Standardnihrboden zugesetzt; die rein synthetischen 
Nahrlésungen wurden hier nicht gepriift. 

Die gepriiften Salze wirken allgemein in unspezifischer Weise hem- 
mend, um so starker, je hdher die Konzentration. Die folgenden Tabellen 
geben an, wie weit die Substanzproduktion auf den gesalzenen Nahr- 
béden hinter der Entwicklung auf dem ungesalzenen (Su = 1) zuriick- 
bleibt. 


Tabelle 2. Wirkung von NaCl, Konzentration in Prozent 


i Taco geeca | S0e eae) Gal yo. | ae) a 3,0 
1. Anab. oscill. | 15 | 04 | 0,3 | 0,2 | 0,15 | 
2. Anab. | 
variabilis . 40 | | 04 1 0:04) 
3. Anab. . | | | : | 
,apospora’® .| 21 0:9 | 034510335) OL | | 
4. Cylindr. | | 
alatosp.. . .| 22 OsES SOs Sa O20 0.02.51 0) 
5. Oylindr. | | 
lichentf. . .| 45 | 0,8 CGD RIO son Ose an Os 0,05 | 0 0 
6. Oscill. | | 
limosa. . .| 25 | 0,65 | 0,5 | 0,4 | 04 | 02 | 0,15 | 01 | 0 


a) Natriumchlorid 

Die Empfindlichkeit gegen Kochsalz ist sehr verschieden. Am resisten- 
testen erwies sich Anabaena ,,apospora’*, die mit 0,4°% NaCl noch fast so 
gut wuchs wie ohne Salz, am empfindlichsten Cylindrospermum alato- 
sporum, viel empfindlicher als Cylindrospermum licheniforme. — CaNa- 
BAEUS fand bei Anabaena laxa sogar Forderung durch 0,2 und 0,4°% NaCl. 

Die Farbe der Lager war in den hoheren Konzentrationen teilweise 
etwas verandert, am auffalligsten bei Oscillatoria limosa ins Braunliche. 
Bei Cylindrospermum licheniforme waren die Lager von 0,89 NaCl an in 
feine Klumpen zerteilt. DaB das Schleifenwachstum von Oscillatoria durch 
die niedrigeren Salzkonzentrationen nicht gestért wird, zeigt Abb. 6. 

Bei Anabaena ,,apospora‘‘ waren die sonst kurz tonnenfoérmigen Zellen 
verlingert und fast zylindrisch. Bei Cyl. lichenif. in 1,5% Salz betracht- 
lich verschmilert (im Mittel 4,2 statt 5,7 w breit). Auch bei Cyl. alatosp. 
war schon in 0,4% die Zellbreite von 4,75 auf 4,0 w verringert, aber in 1% 
waren die Zellen sehr unregelmaBig gestaltet, teilweise bauchig ge- 
schwollen (ob gehemmte Dauerzellen *). 

Die Bildung von Dauerzellen wird allgemein in den héheren Kon- 
zentrationen unterdriickt: bei Anabaena oscillarioides schon in 0,4% 
Salz, bei Cyl. alatosp. von 0,6%, an, bei Cyl. lichenif. von 0,8% an. Anu- 
baena variabilis, die sonst alle Zellen in DZ umwandelt, hatte auf 1% Salz 

g* 
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in 40 Tagen gar keine DZ gebildet. Auf 0,4°% waren die DZ von Cyl. 
alatosp. sehr vereinzelt, lang und schmal, ohne den charakteristischen 
Membransaum. 

Die Heterocysten waren bei Anabaena oscillarioides auf allen Salz - 
konzentrationen vermehrt, wenn auch lange nicht in dem Mae, wie 
CANABAEUS das bei Anabaena variabilis gefunden hat (aufs dreifache in 
0,2% NaCl, in fliissiger Nahrlésung). Bei unseren tibrigen Stammen 
waren die Het im Gegenteil durch die Salzwirkung verringert, so bei 
Anabaena ,,apospora‘‘ und auch bei der Form, die wir als Anabaena varia- 
bilis bestimmt haben. Die Het fehlten ganz bei Cyl. alatosp. von 0,6% an, 
bei Cyl. lichenif. von 0,8% an. Eine VergréBerung der Het, wie CaNna- 
BAEUS sie in 0,2—0,6°% NaCl bei Anabaena laxa und Anabaena variabilis 
gefunden haben will, konnten wir nicht feststellen. Da die Autorin jeweils 
nicht mehr als 5 Zellen gemessen hat, sind Zweifel an der Zuverlassigkeit 
des Befundes nicht abzuweisen. 


b) Natriumsulfat 


Die Wirkung des Sulfats wurde weniger eingehend gepriift als die des 
Chlorids. Tab. 3 stellt wieder die Wachstumswerte der wenigen Versuche 
zusammen. 


Tabelle 3. Wirkung von Na,SO,, Konzentration in Prozent 


Tage | 0,6 08 | 1,0 1,5 / 2,0 3,0 
Anabaena variab. . .... 32 0,1 0,05 0 
Cylindr. lichentf,.. ... 4. s) »« 32 0,95 | 0,8 0,45 | 0,04 | 0,02 0 
(actly WNOSQaeeS +0. sacle s ae | 27 0,65 | 0,45 | 0.2 0 


Anabaena ,,apospora™ und Cyl. alatosp. wachsen in den mit Na,SO, 
versetzten Kélbchen (wie immer jeweils drei) nicht an, vielleicht zufallig. 

Die Lager von Oscillatoria limosa waren nach 27 Tagen gelbbraun, 
aihnlich wie auf NaCl. Auch Cyl. lichenif. reagierte auf das Sulfat ahnlich 
wie auf das Chlorid: die Lager waren auf 1°% eigenartig zerteilt, mit zahl- 
reichen feinen Ausliufern, auf 1,5°% waren einzelne kleine Kliimpchen 
gebildet. 


Die Faden von Oscillatoria waren auf 1°% in kurze Stiicke zerfallen, 
nicht so extrem wie auf NaCl, die Gallertscheiden noch auffilliger als 
dort. Bei Anabaena variabilis die Zellen auf 1,5°%, teilweise ellipsoidisch, 
vielleicht gehemmte DZ; fraglose DZ vermindert. Auch bei Cyl. lichenif. 
die DZ in 1% spiarlicher, in 1,5°% fehlend, von 0,8°% an ihre Membranen 
farblos. Heterocysten von Anabaena sehr sparlich in 1,5%, von Cyl. in 
1% sparlicher, in 1,5% fehlend. 
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c) Magnesiumsulfat 

Auch mit MgSO, wurden nur einige Stichproben gemacht, deren Er- 
gebnisse Tab. 4 darstellt. 

Die nach 26 und die nach 30 bzw. 40 Tagen protokollierten Befunde 
sind nicht ohne weiteres mit eimander zu vergleichen. Nach 30 Tagen war 
das Wachstumsoptimum der betreffenden Formen auf dem ungesalzenen 
Substrat schon ziemlich weit iiberschritten, der Nahrboden wohl seit 
einiger Zeit ersch6pft, wihrend die durch Salz gehemmten Kulturen ihre 
Substanz noch hatten vermehren kénnen. 


Tabelle 4. Wirkungen von MgSO,, Konzentration in Prozent 


| Tage 0,6 | 08 | 1,0 | 41,5 2,0 
Anabaena variabilis. . . 2... | 30 | | | 0,6 | 0,15 
Ulnar OUUOBD. «wee 2 sw yok 40 | | 0,6 |'0,2 
CYUNORAUICHENf 0s as 4 of tea 26 0,8 0,4 0,1 Opa Ost 
Oscillatorialimosa . . 9... .. 26 0,65 0,4 0,2 | 


Die Farbe der Lager von Anabaena variabilis und von Oscillatoria 
limosa blieb schwarzgriin, die von Cyl. alatosp. wurde gelbbraun, die von 
Cyl. lichenif. gar ziegelrot; daB es sich dabei nicht um Stickstoffhunger 
handelte, wurde durch Zugabe einer 0,1% igen Lésung von Ca(NO,), nach- 
gewiesen, die keine Riickkehr der griinen Farbe hervorrief. 

Uber die Gestalt der Lager von Oy. lichenif. ist noch zu sagen, da sie 
auf 0,8°% Salz unregelmaiBig klumpig erschienen, wahrend Cyl. alatosp. 
in strahligen Strangen wuchs, die an Anabaena erinnerten. 

Die Trichome von Oscillatoria waren von 0,8°% Salz an in kurze Hor- 
mogonien zerfallen, bei 1% stellenweise von Gallertscheiden umgeben; 
die Zellen schon auf 0,6°% an den Querwanden eingezogen. Auch bei Cyl. 
alat. waren die Zellen ausgepriagt tonnenformig, bei Cyl. lich. erschienen 
auf 2% Salz bauchig aufgetriebene Zellen neben normalen, ahnlich wie 
auf Na,SO,. — Die Dauerzellen bei Anabaena variab. kuglig, nicht 
langlich (fast alle Zellen in DZ umgewandelt) ; bei Cyl. lich. von 0,8% an 
farblos, sparlich, von 1,0% an fehlend; bei Cyl. alat. auf 1,5% sparlich 
ohne Saum, auf 2% fehlend. — Heterocysten bei Cyl. lich. von 0,8% 
an sparlich, von 1,5%% an fehlend, bei Cyl. alat. bei 2% fehlend. 


d) Primires Kaliwmphosphat 

Die Ersetzung des sekundiéren K-Phosphats durch das primiare ver- 
schiebt die Reaktion des Nahrbodens vom Neutralen ins Saure. Der py- 
Wert wurde nicht im Nahragar gemessen, sondern an der mit dest. Wasser 
hergestellten Lésung, kann also nur als ungefahr gelten: 6,0 bei 0,02 oe 
5,5 bei 0,1°%%. Da® Blaualgen gegen saure Reaktion sehr empfindlich sind, 
ist bekannt (vgl. z.B. Maurrens, ALLEN). Unsere Objekte verhielten 
sich recht verschieden, wie die Tab. 5 zeigt. 
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Am empfindlichsten war also unsere Anabaena ,,apospora, die schon 
auf 0,02% (px 6,0) nicht anging, am resistentesten Anabaena oscillariot- 
des, die bei dieser Konzentration des sauren Salzes nicht merkbar ge- 
hemmt wurde und noch 0,6% vertrug. 0,1°%, mit einem py = 5,5, wurde 
von keiner der vier gepriiften Arten vertragen. 


Tabelle 5. Wirkung von KH,PO,, Konzentration in Prozent 


| Tage | 0,02 | 0,04 0,06 O01 
Unsbrcsl sae” Me Pear rudhapayaneitota 0 
Angad: VGriQ) mina poets, Ss 21 0,1 0 0 
ANG). .Q POST ee ime decals 0 0 0 
Cylindr: alat. ©. ia. 2 ate 18 | 0,5 0,15 0,02 0 


Das Lager von Cyl. alat. erschien auf 0,04°% des Salzes in diinnen, 
gekriimmten Strangen ahnlich wie Anabaena. — Dauerzellen von 
Anabaena oscill. auf 0,04% meist kuglig, bei Cyl. alat. von 0,04% an 
fehlend. — Heterocysten bei Cyl. alat. von 0,06°% an fehlend. Tri- 
chome in den héchsten noch vertragenen Konzentrationen, kurz. 


e) Natriumcarbonat 


Zusatz von 0,2% Na,CO, erhoht den py-Wert auf 10,0. Bei so stark 
alkalischer Reaktion wuchsen Cyl. alat. und Oscillatoria limosa schon nicht 
mehr, bei Anabaena oscillarioides war das Wachstum (nach 15 Tagen) 
auf 0,3 vermindert, bei Anabaena variabilis auf weniger als 0,1 (nach 
35 Tagen); 0,4% wurden auch von diesen beiden Stémmen nicht mehr 
vertragen. Bemerkenswert ist, da Anabaena oscill. auch saure Reaktion 
verhaltnismaBig gut ertragt. Sie war auf dem alkalischen Nahrboden 
im Habitus der Trichome nicht verandert, aber die Strange der Lager 
waren diinner als normal, strahlenformig, und die DZ fehlten (nach 
15 Tagen). Starker war Anabaena variabilis abgeindert. Da®B nur noch 
kleine Kliimpchen gebildet wurden, bedeutet wohl nichts anderes als 
weitgehende Hemmung, aber die Trichome waren kurz, mit stark in 
Lange wie Breite variierenden Zellen; reife DZ waren (nach 35 Tagen) in 
geringer Zahl gebildet. 


Auffalligere formative Wirkungen waren also weder durch Erhéhung 
noch durch Erniedrigung der Wasserstoffionenkonzentration, in den 
engen Grenzen der tolerierten Werte, zu erzielen. 


f) Grenzkonzentrationen der Salze 


Tab. 6 gibt eine Ubersicht iiber die héchsten Konzentrationen der 
Salze, in denen bei den verschiedenen Stimmen noch Wachstum beob- 
achtet wurde. Weil die Abstufungen der Konzentrationen sehr grob 
sind, ist von einer genauen Erfassung der Grenzen keine Rede. 
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Man kénnte aus den Zahlen einiges iiber die Giftigkeit der Neutralsalze bzw. 
ihrer Tonen herauslesen, aber weil das empirische Material zu sparlich und zu 
problematisch ist, soll davon abgesehen werden. Die Absichten der Untersuchung 
gingen ja nach einer ganz anderen Richtung. 

Wenn irgendwo, miissen an dieser Stelle die molaren Konzentrationen 
der Salzlésungen ins Auge gefafBt werden, wie Tab. 6 sie neben den ge- 
wichtsprozentischen angibt. Erst so wird deutlich, daB® das Sulfat des 
Natriums betrachtlich giftiger ist als das Chlorid, und daB die beiden 
Sulfate sich in der Giftigkeit nicht wesentlich unterscheiden. 


Tabelle 6. Grenzkonzentration der Salze. Konzentration in Prozent und in Mol/l 


NaCl Na,S0,°10H,0| MgS0,-7H,O | KH,PO, 
MRED O8CE. ss ge 4 bos 10% ! - 0,06% 
> 0,17 mol 
Anaby variabd. ss 15% => 2,0% ipe=2,09, 0,02% 
0,26 mol | > 0,06 mol | > 0,086 mol 
ANA. ,,P08Sp.. i. «| > 1,0% | < 0,02% 
> 0,17 mol | 
Oylindr.alat.. ....;)} 1,0% >2,0% | 0,06% 
0,17 mol > 0,086 mol, 
Cylindrs lichens 7 -4=: +) > 1,5% 3,0% => 20% 
> 0,26 mol 0,09 mol | > 0,086 mol! 
Oscll_limosa. ... . 22 |n > 2,0% 2;0% se IO, 
> 0,34 mol 0,06 mol | > 0,043 mol 


Bakterien, wie Micrococcus flavus, sind nach Voss (1952) gegen Mineralsalze viel 
widerstandsfahiger als die von uns untersuchten Blaualgen, und zwar auf ver- 
schiedenen Nahrbéden in unterschiedlichem Mae. Grenzwerte sind 4,5 Mol/l bei 
NaCl, 1,4 Mol bei Na,SO,. Der Zelldurchmesser wird durch hohe Salzkonzentrationen 
betrachtlich erhéht. 


5. Wachstum ohne gebundenen Stickstoff 


Ohne da8 fiir den AusschluB gasformiger Stickstoffverbindungen 
gesorgt wurde, war die Entziehung des gebundenen N doch so grtindlich, 
daB Oscillatoriaceen auf dem nitratfreien Nahrboden (vgl. oben 8S. 107) 
nicht wuchsen. Bei Phormidium autumnale war der Impffleck ohne 
merkbare VergroBerung nach 40 Tagen weiBlich, bei Plectonema spec. 
rotlich, bei Oscillatoria limosa gelbbraun geworden. Ansehnliche Ver- 
mehrung dagegen zeigten Angehérige der Gattungen, die als stickstoff- 
bindend bekannt sind. Am sichersten ist die Fahigkeit der N-Fixierung 
festgestellt fiir die Nostocaceengattungen Anabaena, Cylindrospermum, 
Nostoc sowie fiir die indische Microchaetacee Aulosira fertilissma (Zu- 
sammenstellung bei Foea 1947; hier auch die altere Literatur, die wir 
nicht aufzufiihren brauchen), neuerdings auch fiir die Rivulariacee 
Calothria parietina (nach Hotm-HaNsEN, GERLOFF u. Skoog 1954). In 
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der grundlegenden Arbeit von Drewes (1928) werden auch noch T'oly- 
pothrix spec. aus Sandboden und einige Chroococcaceen aufgefiihrt, aber 
diese Formen waren nicht ganz rein kultiviert. Wir konnen jetzt noch die 
Gattung Scytonema hinzufiigen, nach Beobachtungen an _bakterien- 
freien Kulturen, und damit erhalt auch der DrEwessche Befund an 
Tolypothrix noch mehr Gewicht. Die Microchaetaceen und die Rivu- 
lariaceen stehen den Scytonemataceen nahe. Wenn die von uns als 
Plectonema spec. bestimmte Form wirklich zu dieser Gattung gehort, 
wiirde das Unvermogen, N zu binden, dafiir sprechen, das das Genus eher 
den Oscillatoriaceen zuzu- 
Tabelle 7. Wachstum ohne Nitrat teilen ist als den Scyto- 
nemataceen (vgl. GEITLER 
Tage | Wachstum 1932, S. 678). 


Anab. oscill. . 2... | ee 5 PET Wie Tab. 7 zeigt, war 
Anab. variab.. . . . . 14 0,2 das Wachstum ohne Nitrat 
pecrretes ; aE GS aint Hl ra gewohnlich etwa halb so 
Cylindr. ae wees 18 fis ausgiebig wie auf dem Nor- 
Nostoc commune. . . . 14 0,5 malboden. Noch weniger, 
Scyton.javan. ... . 25 0,75 um etwa 25%, blieben die 
Scyton. spec. . . «.. 18 0,75 


beiden Scytonemen hinter 
den mit Nitrat ernahrten 
Lagern zuriick, vielleicht wegen ihres langsamen Wachstums. Starker 
wurden Anabaena variabilis und Cylindr. licheniforme gehemmt!. — Ob 
GLADE (1914) bei Cylindrospermum und Nostoc ohne Nitrat deshalb 
kein Wachstum erhalten hat, weil er Nahrlésung statt Agar verwendete, 
ist nicht zu sagen. 

Die Farbe der Lager war nur bei Anabaena ,,apospora‘‘ wenig ver- 
aindert, dunkel- bis schwarzgriin statt satt dunkelblaugriin, sonst mehr 
oder weniger ausgesprochen modifiziert: heller griin bei Nostoc, hell bis 
schmutzig (d.h. etwas braunlich) griin bei Cylindr. licheniforme, 
schmutziggriin bei Scytonema javanicum, schmutzig- bis gelbgriin bei 
Scytonema spec., gelblichgriin bei Cylindr. alatosporum, gelbbraun bei 
Anabaena variabilis. Die allgemeine Tendenz der Farbanderung geht also 
auf das Verschwinden der Blauténung hin, d. h. auf die Unterdriickung 
des Phycocyan. Ausgesprochen gelbe Téne, wie sie von den nicht zur 
Stickstoffbindung befahigten Formen als Anzeiger des Stickstoffhungers 
seit lange bekannt sind (vgl. Borescu 1913, ScuHrnpLER 1913; GerrnEeR 
1932, 8. 60) und auf dem Abbau des Chlorophylls einerseits, auf Vermeh- 
rung der Carotinoide andrerseits beruhen, kamen nicht vor. Immerhin war 


* Kratz u. Myers (1955) fanden fiir Anabaena variabilis, da® sie ohne gebundenen 
N iiberhaupt nicht wuchs, fiir Nostoc muscorum dagegen, daB es 75% der mit 
Nitrat gebildeten Substanzmenge erreichte. — Nach ALLEN u. ARNON (1955) 
braucht die N-fixierende Anabaena cylindrica NaCl zum Wachstum. 
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Anabaena variabilis gelbbraun, und es ist kaum ein Zufall, da gerade 
dieser Stamm, der besonders schlecht wuchs, also den Ausfall des Nitrats 
am wenigsten wettzumachen vermochte, die abweichende Farbung auf- 
wies. Auch die Wachstumsweise der Lager war wohl immer etwas ver- 
andert, aber ohne daB die Unterschiede zwischen den Gattungen ver- 
wischt worden waren. 

Im mikroskopischen Bild war auBer der helleren Farbe der Trichome 
keine Abweichung zu finden bei Nostoc. Die Trichome waren verkiirzt bei 
Anabaena oscillarioides, ihre Verzweigung gefordert bei Scytonema 
javanicum. Die Zellbreite war etwas verringert bei Anabaena ,,apospora‘, 
von 6,2 auf 5,7 u, ebenso die Breite der Faden (die Scheide mit inbe- 
griffen) bei Scytonema javanicum, von 9,5 auf 7,9 wu. Oft vacuolisiert, mit 
in Brownscher Bewegung befindlichen Kérnchen, waren die Trichom- 
zellen. bei Cylindr. alatosporum, wie voN ZastTRow an iiberalterten 
Kulturen beobachtet hat+. — Die Dauerzellen waren vermehrt bei 
Cylindr. licheniforme, massenhaft bei Anabaena oscillarioides, fast alle 
Zellen in 14 Tagen in DZ umgewandelt bei der unter dem N-Mangel 
besonders leidenden Anabaena variabilis; daB die Bildung der Dauer- 
zellen ,,durch Erschdépfung der Lésung veranlaBt wird‘‘, hat schon 
PrinasHEIMs Schiller GuapE (1914) festgestellt, und maBgebend diirfte 
dabei der Ausfall des Stickstoffes sein. Keine DZ bildete auch ohne 
Nitrat unsere Anabaena ,,apospora‘‘. Die Membran der DZ war farblos 
statt braun bei Cylindr. licheniforme, erst nach 48 Tagen leicht gelblich 
gefarbt. Die Gestalt der DZ war verandert, u.zw. verlingert, teilweise fast 
spindelférmig, bei Anabaena oscillarioides und Cylindr. alatosporum. Bei 
Anabaena variabilis umgaben die DZ sich mit einer dicken, radial fein 
gestreiften, an Cylindr. alatosporum erinnernden Auf enschicht. — Die 
Heterocysten waren vermehrt bei beiden Scytonema-Arten, bei 
Cylindr. licheniforme, besonders bei Anabaena ,,apospora’. Bei dem- 
selben Stamm variierten die Het auffallend in der Linge (7,3—11 ju) wie 
in der Breite (5,5—10 ) und ebenso in der Gestalt: neben kugligen und 
ellipsoidischen kamen auch zitronen- und birnférmige vor. — Mit 
unseren Erfahrungen stimmt gut iiberein, da nach Foca (1949) bei 
Anabaena cylindrica die Bildung der Het durch Nitrat im Substrat 
voriibergehend, durch Ammoniumsalze dauernd gehemmt wird. 


6. Wachstum in Néhrlésung ohne Agar 
In Sta-Nahrlésung wuchsen ebenso gut wie auf Sta-Agar: Anabaena 
variabilis, Nostoc commune, Scytonema spec.; schon etwas schlechter 
Oscillatoria spec. (diinnfadig), ungefihr halb so gut wie normal Anabaena 
,apospora’, Oylindrospermum licheniforme, Phormidium autumnale, 


1 Nach Grrrier [Fortschr. d. Bot. 17, 1 (1955)] bedeutet Vacuolisierung bei den 
Blaualgen immer eine irreversible pathologische Veranderung. 
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Plectonema spec.; noch weniger (0,4:1) Scytonema javanicum’. Die 
Algen bildeten an der Glaswand oder an der Oberflache der Losung 
diinne Hautchen von verschiedener Farbung; nur die beiden Scytonemen 
wuchsen in Form kleiner blaugriiner Fléckchen. Im mikroskopischen 
Aussehen der Faden waren keine wesentlichen Unterschiede zwischen den 
Flissigkeits- und den Agar-Kulturen festzustellen. Jedenfalls zeigen die 
Lager auf Agar viel prignantere Charaktere als die Thalli in Lésung. 


7. Wirkung farbigen Lichtes 


Chromatische Adaptation ist seit GatpuKow bei recht wenigen Arten bekannt 
geworden. Zu unserer Information machten wir einen Versuch mit folgenden Farb- 
filtern von Scuotr: GG 11 gelb, RG 1 rot, UG 2 ultrarot, VG 8 griin, BG 2 blau. 
Die Glasplatten, 150:150 mm groB und 2mm dick, wurden lichtdicht auf mit 
weiBem Papier ausgeschlagene Zigarrenkistchen gelegt, und in jeden Behalter 
kamen Schragagarréhrchen, die mit Oscillatoria limosa, Osc. spec. (diinnfadig), 
Cylindrospermum licheniforme, Plectonema spec., Scytonema javanicum beimpft 
waren. Diese Kastchen wurden in einem nach Siiden gelegenen Gewachshaus so 
aufgestellt, da die direkten Sonnenstrahlen sie tiglich nur etwa 2 Std lang er- 
reichten. Nach 30 und auch nach 40 Tagen waren die Lager in allen Arten von Licht 
gleichgefarbt, nur das Wachstum war entsprechend der Durchlassigkeit der Filter 
in verschiedenem Ma8e verlangsamt. 

Der Versuch wurde in etwas abgeainderter Weise wiederholt. Die Réhrchen 
wurden erst unter die Farbfilter gebracht, als die Lager auf dem Agar einen Durch- 


messer von etwa 10 mm erreicht hatten. Auch so wurde die Farbe bei keiner der 
Algen verandert?. 


8. Wirkung hoher Temperatur 


Weil es unter den Blaualgen thermophile Formen gibt, priiften wir einige unserer 
Stimme auf ihre Widerstandsfaihigkeit gegen héhere Temperatur. In einem Raum, 
in dem der Agar in den Kélbchen (je 3 bei jeder Form) 40° C anzeigte, gingen die 
geimpften Proben von Anabaena oscillarioides, Anab. variabilis, Anab. ,,apospora‘, 
Cylindrospermum alatosporum, Scytonema javanicum im Lauf von 12 Tagen zu- 
grunde. Wirkungen auf die Gestalt konnten deshalb nicht studiert werden. 


Riickblick 


Durch die drastischen Einwirkungen, denen wir unsere Objekte aus- 
gesetzt haben: hohe Konzentrationen von Neutralsalzen, saure und 
alkalische statt neutraler Reaktion des Nahrbodens, Entziehung des 
gebundenen Stickstoffs, sind betrichtliche Verinderungen so gut wie 
aller Charaktere hervorgerufen worden, wenn auch nicht so tiefe, wie sie 
von Grinalgen bekannt sind (vgl. z. B. B. Scor6pER 1954). Auch wenn 


'! Uber ganz abnliche Erfahrungen hat kiirzlich Drews (1955) berichtet. 

* Nach einer brieflichen Mitteilung von Herrn Professor R. Harper, fiir die wir 
ihm sehr danken, hat auch er seiner Zeit in Wiirzburg zur chromatischen Adaptation 
fahige Cyanophyceen erst nach langem Suchen gefunden [Ber. dtsch. bot. Ges. 40, 
26—32 (1922)]; bei dem Versuch, solche Formen aus Gartenerde in Gottingen zu 


isolieren, hatte er iiberhaupt keinen Erfolg. Zur chromatischen Adaptation befahigte 
Cyanophyceen scheinen also sehr selten zu sein. 
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die kleinen Lager durch starke Salzlésung deformiert und mibfarbig er- 
scheinen, die Trichome in Einzelzellen aufgelést sind und die Gestalt der 
Zellen tief verandert ist, kehren die miBhandelten Wesen auf normalem 
Nahrboden zu gesundem Wachstum zuriick (S. 115, 116). Bleibende, als 
Mutationen anzusehende Abinderungen sind nicht beobachtet worden. 
Um solche mit einiger Aussicht auf Erfolg zu suchen, mii8te man freilich 
Suspensionen von Hinzelzellen auf Platten verteilen. Auch Bestrahlung 
sollte man auf maceriertes Material einwirken lassen, wie es bisweilen 
durch starke Salzlésungen zu gewinnen ist und bei Anabaena schon 
spontan bei der Dauerzellbildung entsteht. 


Zusammentassung der wesentlichen Ergebnisse 


_ Fir 12 in bakterienfreien Reinkulturen geziichtete Arten aus den 
Gattungen Anabaena, Cylindrospermum, Nostoc, Oscillatoria, Phormi- 
dium, Plectonema, Scytonema erwies sich eine mit Erdabkochung ver- 
setzte und mit 1% Agar versteifte BENEcKE-Lésung als sehr giinstiges 
Substrat. Chroococcus, Gloeocapsa und Stigonema waren darauf nicht 
zum Wachsen zu bringen. 

Unter 4 gepriiften rein synthetischen Nahrldsungen kam das modi- 
fizierte Rezept von Cuu in der Brauchbarkeit an unseren Standard- 
nahrboden am nachsten heran, aber doch nicht fiir alle Staémme. Nicht 
nur die Intensitaét des Wachstums, sondern auch Gestalt und Farbe der 
Lager waren auf den verschiedenen Nahrbéden ungleich. 

Unter den Bedingungen der Experimente wurde optimale Entwicklung 
in einer Frist erreicht, die sich zwischen 12—15 Tagen (Phormidium 
autumnale) und 80—90 Tagen (Scytonema javanicum) bewegte. 

Ohne Nitrat wuchsen nur als N-Binder bekannte Nostocaceen: 
Anabaena, Cylindrospermum und Nostoc, auBerdem aber auch, und zwar 
besonders gut, 2 Arten von Scytonema. Durch die Entziehung des ge- 
bundenen N wurde die Farbe der Lager bald mehr, bald weniger gegen 
braunlich hin verschoben und auch ihre Gestalt etwas verandert. 
Die Trichome bzw. die Faden waren bisweilen verschmalert. Die Bildung 
von Dauerzellen und Heterocysten war gefordert, bei Scytonema auch die 
Verzweigung der Faden. Die Gestalt der DZ war mitunter bis zur 
Spindelform abgeandert, ihre Membran war nach Art von Cyl. alato- 
sporum verdickt bei Anabaena variabilis, farblos statt braun bei Cyl. 
licheniforme. Die Heterocysten waren vergroBert bei Anabaena ,,apo- 
spora™. 

NaCl, Na,SO,, MgSO, hemmen das Wachstum und die Differen- 
zierung der Trichome mit zunehmender Konzentration immer mehr. Bei 
1% Salz ist die Hemmung schon sehr stark, die Bildung von Dauerzellen 
und Heterocysten unterdriickt. Geférdert wurde die Entstehung von 
Het durch NaCl bei Anabaena oscillarioides. Gestalt und Farbe der Lager 
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waren oft abgeiindert, ebenso die Gestalt der Trichomzellen; die starkste 
Verainderung war das Auftreten von lang zylindrischen oder grofen 
bauchig geschwollenen Zellen statt kurz tonnenformiger bei Cylindro- 
spermum auf starken Loésungen der Sulfate. Zerfallen der Trichome in 
kurze Stiicke oder Einzelzellen ist haiufig. Derbe Gallertscheiden, wie sie 
als Gattungsmerkmal von Phormidium gelten, vermag Oscillatoria limosa 
zu bilden. Die Braunfarbung der DZ-Membran von Cyl. licheniforme 
unterbleibt auf 1° der Sulfate. 

Saure Reaktion (schon px 6,0) wirkt ungiinstig, Beeinflussung der 
Gestalt des Lagers und der Dauerzellen kommt vor. Alkalische Re- 
aktion (px 10,0) schaidigt ebenfalls und modifiziert die Wachstums- 
weise. ‘ 

Chromatische Adaptation trat bei 5 gepriften Stammen nicht ein. 

Unsere Erfahrungen bestiitigen die schon éfter geauBerte Uberzeugung, 
daB& die Systematik der Cyanophyceen bei der Modifikabilitat aller 
Charaktere sich der Reinkultur mit genau definierten Bedingungen be- 
dienen mu. Besonders zu beachten ist die tiefgreifende Wirkung des 
Stickstoffmangels auf die Gestaltung. 


Herrn Professor RENNER danke ich fiir die Anregung zu der Arbeit und fiir ihre 
dauernde Foérderung, Herrn Professor Jaaq in Ziirich fiir Unterstiitzung mit Lite- 
ratur, der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir eine ausgiebige finanzielle Bei- 
hilfe, die es erméglichte, die Versuche in ansehnlichem Umfang durchzufiihren. 
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Beitraige zur Cytologie der Blaualgen 
J. Mitteilung 
Untersuchungen zur Substruktur von Phormidium uncinatum Gom 


Von 
WERNER NIKLOWITZ und GERHART DREWS 


Mit 8 Textabbildungen 
(Eingegangen am 18. November 1955) 


Die Fortschritte in der Entwicklung neuer Untersuchungsmethoden 
haben dazu beigetragen, daB die Blaualgen in letzter Zeit wieder haiufiger 
Gegenstand cytomorphologischer Untersuchungen geworden sind (Zu- 
sammenfassung der alteren Literatur bei GrrTLeR 1932, 1936; Dra- 
weERT 1949 u. Scuussnig 1953). 

Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie und ihrer verschiedenen Pra- 
parationsmethoden (Totalpraiparation, Abdruckverfahren) wurden zur 
Struktur von Membran und Scheide eine Reihe von Beitragen ge- 
liefert. So konnte u. a. nachgewiesen werden, da die Scheide aus 
netzartig verbundenen Fibrillen aufgebaut (BRINGMANN 1951, FREY- 
WYSSLING u. STECHER 1954 und Metzner 1955), die Lingswand mehr- 
schichtig ist (MeTzNeR 1955, ScHuLz 1955) und ebenso wie die Querwand 
(Metzner 1955) Poren besitzt (MeTzNER 1955, ScHuLz 1955). 

Mit den bisher angewandten Methoden konnten die Membranen nur 
isoliert vom Protoplasma oder im Totalpraiparat dargestellt werden. Bei 
dieser Behandlung wird die plasmatische Struktur weitgehend zerstért 
oder ist fiir das Elektronenmikroskop undurchstrahlbar. Um aber iiber 
die Struktur der mit dem Plasma in Verbindung stehenden Membranen, 
besonders im Hinblick auf die Querwandbildung, etwas aussagen zu 
k6nnen, wurde in der folgenden Untersuchung die Ultradiinnschnitt- 
methode angewandt. 

Als weiteres Problem sollte der Feinbau des Chromatoplasmas unter- 
sucht werden. Bisher liegen an neueren Beitriigen nur die Arbeiten von 
Cavin u. Lynou (1952) und ScHacHMAN u. Mitarb. (1952) vor. Diese 
Autoren haben aus einzelligen Cyanophyceen durch Ultrazentrifugation 
eine Zellfraktion gewonnen, die sich nach spektrophotometrischer 
Analyse als Trager der Assimilationspigmente erwies. Die elektronen- 
mikroskopische Untersuchung dieser Fraktion ergab granaartige Gebilde. 
Jedoch konnte iiber die Struktur dieser Zelleinschliisse und den Feinbau 
des Chromatoplasmas fidiger Formen bislang nichts ausgesagt werden. 
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Material und Methoden 


Als Untersuchungsobjekt diente fiir diese Arbeit fast ausschlieBlich Phormidium 
uncinatum Gom!. Die Algen wurden auf Glasfilterplatten in mineralischer Nahr- 
lésung kultiviert (DREws 1955). 

Zur elektronenmikroskopischen Untersuchung wurden die Objekte ausschlieBlich 
in gepufferter OsO,-Lésung fixiert (PaLapE 1952, pa 7,3—7,4) unter Zusatz von 
NaCl (0,06 mol) oder Saccharose (0,1 mol). Zur Kontraststeigerung wurde ein Teil 
der Objekte nachchromiert (2°, Kaliumbichromat, 4° C, 18 Std). Die Einbettung 
erfolgte nach NewMaN u. Mitarb. (1949) in Metacrylat, wobei wir eine Mischung von 
10 Teilen Metacrylsiurebutylester und 5 Teilen -methylester (Stickstoffwerke 
Piesteritz) verwendeten. Die Polymerisation wurde im UV-Licht durchgefithrt 
(Massny 1953, WErNREB 1955), wobei dem Gemisch 1% Benzoin (MiHLETHALER 
1955) zugesetzt wurde. Die zur Polymerisation vorbereiteten Objekte wurden auf 
einer horizontalen Scheibe befestigt, die mit Hilfe eines Uhrwerks im UV-Lichtkegel 
rotierte (MUHLETHALER 1955). Als UV-Lichtquelle benutzten wir die kleine ZeiB- 
Luminescenzleuchte mit vorgeschaltetem Scuorr-Filter (UGI). Innerhalb von 
2 Std. war die Polymerisation beendet. Ein Platzen und Auftreiben der Objekte, wie 
wir es nach der Polymerisation mit 2,4-Dichlorbenzoylperoxyd in der Warme 
erhielten, konnten wir in keinem Falle feststellen. Die Objekte wurden mit Glas- 
messern (LATTA u. HARTMANN 1950) nach einer einfachen Methode (NrKLow1rz u. 
Drews 1955) oder mit Hilfe eines neuentwickelten Mikrotoms (NrKLow1Tz 1956) 
geschnitten. Zur elektronenmikroskopischen Untersuchung wurde das Einbettungs- 
mittel nicht entfernt. 

Die Schnitte wurden mit einem elektromagnetischen Ubermikroskop fiir 40 bis 
100 kV (Werk fiir Fernmeldewesen ,,WF‘, Berlin-Oberschéneweide) untersucht 
und auf Kontrastplatten (Agfa-Wolfen) aufgenommen. 


Ergebnisse 
Scheide und Zellwand 


Die Phormidium-Trichome sind von einer deutlich sichtbaren Scheide 
umgeben, die in alten Kulturen besonders kraftig ausgebildet ist. Bei der 
Betrachtung der Schnitte fallt auf, da die Scheide meistens nicht mehr 
in raumlicher Verbindung mit dem Faden steht, sondern in einiger 
Entfernung von der Membran zu finden ist (Abb. 1). Gelegentlich kann 
sie vollstindig fehlen. Uber die Ursachen dieser Beobachtung laBt sich 
noch nichts aussagen. Aus dem elektronenmikroskopischen Bild wird 
deutlich, daB am Aufbau dieser Scheide fadige Elemente beteiligt sind. 
Diese weisen in Tangentialschnitten eine netzartige Aggregation auf 
(Abb. 1 u. 2), wie sie auch von BRINGMANN (1951), FREY-WYSSLING u. 
Srecuer (1954) und Merzner (1955) beschrieben wurde. 

Die Langswand 1laBt im Schnitt eine Zweischichtigkeit erkennen, 
wie sie auch Metzner neuerdings an isolierten Membranen von Osevlla- 
toria sancta beschrieben hat. Diese Zweischichtigkeit auBert sich in den 
Schnitten einmal darin, daB hier 3 dunkle Begrenzungsschichten zu 
sehen sind, die weniger kontrastreiche Zwischenschichten einschlieBen 


1 Herrn Prof. Dr. L. Grrrter danken wir fiir die Bestimmung der Art. 


Abb. 1. Phormidium uncinatum. Querschnitt, Scheide (| ). 
Originalaufnahme 8400:1, nachvergréfert 


Abb, 2. Phormidium uncinatum. Tangentialschnitt der Scheide, netzartige Aggregation von Fibrillen. 
Originalaufnahme 8700:1, nachvergréBert 
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(Abb. 3, 4). Nach unserem Da- 
firhalten handelt es sich bei den 
kontrastreichen Linien um die 
Wiedergabe von Grenzschichten, 
an denen das OsO, besonders 
stark reduziert wird. Frry- 
Wysstine (1955) und SterrEen 
u. WALTER (1955) haben dieses 
Problem der Mehrschichtigkeit 
von Lamellen und deren Zu- 
sammengehorigkeit zu Struk- 
tureinheiten in anderem Zusam- 
menhang diskutiert. Zum an- 
deren k6nnen nach bestimmter 
Praparation die beiden Mem- 
branen im Schnitt isoliert dar- 
gestellt werden: Nach der Po- 
lymerisation in der Warme 
(siehe methodischen Teil) findet 
ein Auftreiben der Objekte und 
eine damit verbundene teilweise 
Lésung des Plasmas von der 
Membran statt. 

Poren, wie sie METZNER in den 
Langsmembranen nachgewiesen 
hat, sind in unseren Schnitten 
nicht eindeutig zu erkennen, 
weil die Art der Praparation 
und die in den Poren befind- 
lichen und nur mit Chromsaure 
zu entfernenden Begleitstoffe 
(MretzNeER 1955) eine klare Auf- 
losung der Poren im elektronen- 
mikroskopischen Bild ausschlie- 
Ben. Jedoch 1aBt sich auf den 
Schnittbildern eine periodische 
Unterbrechung der auBersten, 
dunklen Begrenzungsschicht 
beobachten. Diesen Stellen ent- 
sprechen Dichteunterschiede in 
der 4uBeren Zellmembran. 

Die innere Zellmembran steht 
mit dem angrenzenden Plasmain 
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Abb. 3. Phormidium uncinatum. 
Langsschnitt (Ausschnitt). Keulenformige Verdickung 
der mittleren Grenzschicht der Querwand ( | ). 

,helle Héfe* (D), Ringleiste (2). 
Originalaufnahme 13000:1, nachyvergrivert 
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relativ fester Verbindung und ist im Gegensatz zur auBeren Membran 
homogen und kontrastreicher. Sie kann aber auch nach geeigneter 
Priaparation (siehe oben) im Schnitt als isolierte Membran dargestellt 
werden. 

Dabei werden gleichzeitig die beiden Lingsmembranen streckenweise 
voneinander getrennt, wobei die AuBenmembran sich halbbogenformig 
von der inneren abhebt 
(Abb. 5). An bestimmten 
Stellen jedoch bleiben 
die Membranen mitein- 
ander in fester Verbin- 
dung. Bemerkenswerter- 
scheint, daB diese ,, Haft- 
stellen’ (Abb. 5 H) an 
jenen Orten liegen, an 
denen die neuen Quer- 
wande gebildet werden. 


Abb. 4. Phormidium uncinatum. Text siehe Abb. 3. Der Abstand der Haft- 
Originalaufnahme 13000:1, nachvergréBert 


stellen kann gleichmaBig 
sein oder sich zu den 
Querwanden hin verrin- 
gern (siehe Abb. 5). Diese 
Beobachtungen und die 
ihnen zugrunde liegen- 
den Zusammenhinge sol- 
len weiter unten disku- 
Abb. 5. Oscillatoria limosa, Liingsschnitte mit Bogen ( | ) und tiert werden. 
Haftstellen (#7), Scheide (S | ). Originalaufnahme 5000: 1 Die Quer wand lagwt 
im elektronenmikrosko- 
pischen Bild einen ahnlichen Aufbau wie die Liingswand erkennen. An 
geeigneten Schnitten sind deutlich 3 kontrastreiche Grenzschichten zu 
sehen, die 2 hellere Schichten einschlieBen (Abb. 3, 7). Die mittlere 
Grenzschicht endet an der iiuBeren Liingsmembran mit einer keulen- 
formigen Verdickung, die auf den Bereich der inneren Membran be- 
schrankt ist (Abb. 3, 4). Es ist wahrscheinlich, daB diese Gebilde am Auf- 
bau der von Metzner (1955) und Scuutz (1955) beschriebenen Ringwilste 
beteiligt sind. Im Bereich der keulenférmigen Verdickung scheint die mitt- 
lere Grenzschicht der Lingsmembranen unterbrochen zu sein, so daB hier 
beide Liangsmembranen ineinander tibergehen, wie es die schematische 
Zeichnung zeigt (Abb. 6). Diese innige Verbindung ist wahrscheinlich die 
Ursache fiir das Zustandekommen der obengenannten Haftstellen. 
Als erstes sichtbares Zeichen der Querwandbildung tritt an der 
inneren Langsmembran im Schnittbild ein kontrastreicher Hécker auf, 
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den man sich raéumlich als eine ringformige, die ganze Zelle umgebende 
Leiste (Ringleiste — siehe Abb. 3, R) der inneren Laingsmembran vor- 
zustellen hat. Von dieser Anlage aus wiichst die Querwand irisblenden- 
artig nach innen (Abb. 3, 4). Schon auf einem frithen Stadium kénnen 
beiderseits des Héckers kontrastarme Gebilde (D) beobachtet werden 
(Abb. 3, 4, 8). Diese erscheinen im Schnitt als helle Hofe, die ringformig 
von kontrastreicher Substanz umgeben sind und zum Teil auch dunklere 
Einlagerungen erkennen lassen. Die morphologische Differenzierung, wie 
sie oben fiir die fertige Querwand beschrieben wurde, tritt schon in den 
ersten Bildungsstadien in Erscheinung (Abb. 3, 4). Merznmr (1955) wies 
nach Maceration und Chromsaure- 

behandlung Poren nach, die in unseren 

Schnitten nicht aufgeldst werden 

konnten. 

In einigen alteren Arbeiten wird die 
Ansicht vertreten, dal die gesamte | 
membran PS eh ee mon pel Abb. 6. Schematische Darstellung der 
(Literatur siche DRAWERT 1949). METZ- ~~ "' Hraftstolle im Langeschnitt 
NER (1955) konnte mit eiweiBverdau- 
enden Fermenten keinen Abbau der Membranen erreichen. Sie beob- 
achtete jedoch, daB im Totalpraiparat die innere Langsmembran sich 
zarter als die 4uBere darstellt und deshalb wahrscheinlich ,,plasmatischer 
Natur“ sei. In unseren Schnitten erweisen sich die beiden Membranen 
als gleich dick. Eine Deutung der Natur der Membranen muf spateren 
Untersuchungen vorbehalten bleiben. 

Aus der bisher vorliegenden Literatur tiber die Zellteilung bei den 
Cyanophyceen 1aBt sich nur entnehmen, dai waihrend des Wachstums 
der Trichome alle Zellen teilungsfahig bleiben und in gesetzmafiger 
Folge irisblendenartig sich schlieBende Querwinde bilden. Uber den 
Mechanismus der Teilung und insbesondere der Querwandbildung 
kann aber bislang nichts Definitives ausgesagt werden. Aus unseren 
Untersuchungen ergeben sich einige Anhaltspunkte zum Mechanismus 
der Querwandbildung. Als besonderes Charakteristicum der Lingswinde 
sind die oben niher beschriebenen Haftstellen zu erwihnen, die als Aus- 
gangspunkte der Querwandbildung fungieren. Der Abstand der Haft- 
stellen von der fertig ausgebildeten Querwand vergr6Bert sich nach der 
Mitte der Zelle hin. In Ubereinstimmung damit konnten in geeigneten 
Schnitten in der Nahe der fertigen Querwiinde die Ringleiste und in 
eréBerer Entfernung die weiteren Stadien der Querwandbildung be- 
obachtet werden (Abb. 3, 8). Die Bildung der Querwand beginnt aus der 
Ringleiste (Haftstelle) heraus, wenn diese eine bestimmte Entternung 
von der ihr iibergeordneten Querwand erreicht hat. Aus diesen Tat- 


sachen laBt sich ableiten, daB die ,, Querwandinitialen™ ( Ringleisten) an 
10* 
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den jeweils iibergeordneten Querwanden entstehen und dann durch den 
WachstumsprozeB der Langsmembranen im Bereich der Haftstellen von 
der Querwand fort in Richtung zur Zellmitte verlagert werden. Es laBt 
sich zur Zeit noch nicht sagen, ob die Gebilde (helle Héfe), die beiderseits 
der Ringleiste an der Querwand liegen, am WachstumsprozeB beteiligt 
sind. 

Die Querwand zeigt schon in ihren jiingsten Bildungsstadien den 
gleichen Durchmesser und die gleiche Strukturdifferenzierung wie die 
fertige Wand. Thr Innenrand ist gegen das Plasma unscharf abgegrenzt 
und zeigt haufig eine Ansammlung von Granula (Abb. 3, 4, 8), wie sie 
CHapMAN u. HiniieR (1953) bei Bac. cereus in ahnlicher Anordnung 
beobachtet haben. Die in diesem Bereich liegenden Granula_besitzen 
einen -hohen Gehalt an oxydierenden und reduzierenden Fermenten 
(Nadi-Reaktion und Stilben-TC-Reduktion, siehe Drews u. NIKkLo- 
witz, 2. Mitt.). Es ist also mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit anzu- 
nehmen, da die Bildung der Querwand nur am Innenrand erfolgt, wie 
es Metzner (1955) aus dem ihr vorliegenden Beobachtungsmaterial als 
EntmischungsprozeB deutet. 


Chromatoplasma 


Als besonders auffallendes Strukturelement des Chromatoplasmas 
treten in den Zellen regelmabig angeordnete, kontrastreiche, strang- 
formige Gebilde auf, die mit helleren Zwischenschichten im Wechsel 
stehen (Abb. 1, 7, 8). In Tangentialschnitten fiillen sie die Zelle in ihrer 
gesamten Breite aus (Abb. 7). Im Querschnitt verlaufen sie zumeist 
radial und lassen hiufig eine Zusammenlagerung zu Paketen in der 
Peripherie der Zelle erkennen (Abb. 1). Durch systematische Auswertung 
zahlreicher, in verschiedenen Ebenen durch das Objekt gefiihrter 
Schnitte ergibt sich, daB sie lamellare Gebilde darstellen. Diese Lamellen 
durchziehen die gesamte Zelle und lassen nur bestimmte zentrale, mehr 
oder weniger stark verzweigte Bereiche aus, die jedoch keine distinkte 
Abgrenzungen erkennen lassen (Abb. 8). Letztere werden in vorliegender 
Arbeit als Zentroplasma (siehe Drews u. Nikiowrrz, 2. Mitt.) be- 
zeichnet. 

Kine einzelne quergeschnittene Lamelle zeigt bei niiherer Betrachtung 
regelmibig auftretende Verdickungen, die an den Ansatzstellen der 
Lamellen an den Querwinden auffallend gro8 sind (Abb. 7). Die Ver- 
dickungen benachbarter Lamellen alternieren miteinander. Im Bereich 
der Verdickungen messen die Lamellen 210 A und in den diinneren 
Verbindungsstiicken 120 A. Die Zwischenschichten sind im Mittel 
200 A breit. Auf Tangentialschnitten erscheinen die Verdickungen 
ebenfalls als runde Flichen (Abb. 3, 4), so daB sie als granulaartige 
Bestandteile der Lamelle angesprochen werden kénnen. Vereinzelt 
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konnte beobachtet werden, daB einzelne Verbindungsstringe der La- 
mellen die Querwiande durchsetzen. 

Uber die Verteilung der Assimilationspigmente und die Organisation 
des Chromatoplasmas bestehen in der Literatur recht widersprechende 


Abb. 7. Phormidium uncinatum. Tangentialer Lingsschnitt. 
Lamellire Struktur des Chromatoplasmas. Originalaufnahme 13000:1, nachvergroBert 


Auffassungen. Nach Hucipr (1901) und Kont (1903) wird das Chroma- 
toplasma von kleinen kérnigen Chromatophoren (Cyanoplasten) aus- 
gefiillt, wie sie in neuester Zeit auch Catyin u. Lyncu (1952) und 
ScHacuMAn u. Mitarb. (1952) bei einzelligen Blaualgen isoliert haben. 
Hirronymus (1892), Puriies (1904), Meyer (1904), Ortve (1905) und 
Fiscuer (1905) faBten die periphere Plasmazone als einen einzigen 
Chromatophor auf. WacerR (1903), GARDNER (1906), GUILLIERMOND 
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(1906) und BaumGaArrer (1920) sind der Ansicht, daf die Assimilations- 
pigmente diffus in der peripheren Plasmazone lokalisiert sind. Diese 
Auffassung wird heute allgemein anerkannt (vgl. ScHussntG 1953). 


Abb. 8. 
Phormidium uncinatum. 
Liangsschnitt. Ringleiste (R), 
»helle Héfe (D). 
Originalaufnahme 9000:1, 
nachvergréfRert 
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Nach den vorliegenden Untersuchungen tiber die Substruktur von 
Phormidium uncinatum besitzt das Chromatoplasma einen lamelliren 
Bau. Diese Tatsache steht in guter Ubereinstimmung mit den an anderen 
Organismen gewonnenen Ergebnissen. Diese haben gezeigt, da bei 
hoheren Pflanzen (STEINMANN 1952, STEINMANN u. SJOSTRAND 1955, 
COHEN u. BowLer 1953, Frey-Wysstine u. MiiHLETHALER 1949, Lmyon 
1953, 1954), Algen (STEINMANN 1952, WoLKEN u. PaLApE 1952. 1953; 
WOLKEN u. SCHWERTZ 1953, ALBERTSSON u. Levon 1954, Levon 1954, 
LEYON u.v. WETTSTEIN 1954, SAGER u. PALADE 1954, STEFFEN u. WALTER 
1955, v. WerTsTEIN 1954) und bei autotrophen Mikroorganismen 
(NrkLowiTz u. Drews 1955) die Assimilationspigmente an Lamellen 
gebunden sind. Die mit Stilben-TC durchgefiihrten Versuche zeigen, dak 
Formazan nicht nur in den Querwandgranula, sondern auch in Form 
langlicher Gebilde im Plasma abgelagert wird (siehe Drews u. NIKLO- 
wirz, 2. Mitt.). Da bekanntlich die Chloroplasten TTC und Silbernitrat 
zu reduzieren vermogen (ZIEGLER 1953, THomas u. Mitarb. 1954, NaGat 
1955), darf die Bildung der langlichen Ablagerung auf das Chlorophyll 
zuruckgefiihrt werden, das im Chromatoplasma auf den Lamellen 
lokalisiert ist (WOLKEN u. ScHWERTzZ 1953, FRrEy-Wysstina 1955). 
Inwieweit auch bei anderen Blaualgen die Assimilationspigmente an 
Lamellen gebunden sind, mu weiteren Untersuchungen vorbehalten 
bleiben. 

Trotz der oben aufgezeigten Ubereinstimmung hinsichtlich des 
lamellaren Baues bestehen Unterschiede im Aufbau der Einzellamellen 
zu den der iibrigen untersuchten Organismen. So lassen die Lamellen 
unseres Untersuchungsobjektes eine Einlagerung von granularen Ele- 
menten erkennen, die bei den anderen Objekten nicht zu beobachten 
waren. Die elektronenmikroskopischen Bilder gleichen eher den Abbildun- 
gen der Primargrana, wie sie Herrz fiir Chlorophytum (1954) und Levon 
fiir Aspidistra (1954) veroffentlicht haben. Da — wie bekannt — die 
Zellen stets teilungsfihig bleiben, liegt es nahe, die bei Phormidiwm 
beschriebenen Lamellen mit den Primargranen héherer Pflanzen zu 
homologisieren. 

Da, wie im Text niher beschrieben, das gesamte Chromatoplasma 
einer Zelle einen lamelliren Aufbau zeigt, fassen wir es als einen einzigen 
Chromatophor auf. Damit wird die von Hrmronymus (1892), MEYER 
(1904) und anderen geiuBerte Vermutung bestatigt. 


Zusammenfassung 


Mit Hilfe von Ultradiinnschnitten wurde die Substruktur der Blaualge 
Phormidium uncinatum untersucht. 
1. Die Scheide ist aus fibrillaren Elementen aufgebaut. 
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2. Die Lings- und Querwande bestehen aus jeweils 2 Membranen von 
gleicher Starke. Im Querschnitt lassen die Wande 3 dunkle Grenz- 
schichten erkennen, die 2 hellere Zwischenschichten einschlieBen. An der 
Ansatzstelle der Querwand ist die mittlere Grenzschicht der Querwand 
verdickt und die mittlere Grenzschicht der Langswand unterbrochen. An 
diesen Orten haften die beiden Liangsmembranen besonders fest an- 
einander. 


3. Die Querwandbildung beginnt aus einer Ringleiste heraus, die ihren 
Ursprung in der inneren Liingsmembran hat. Das Problem der Ent- 
stehung dieser Ringleiste und die Frage des Mechanismus der Querwand- 
bildung wird diskutiert. 

4. Das Chromatoplasma zeigt einen lamelliren Feinbau. Die kon- 
trastreiche Einzellamelle ist in regelmaé®igen Abstinden granulaartig 
verdickt und miBt in diesem Bereich 210 A. Die Verbindungsstiicke sind 
120 A und die helleren Zwischenschichten im Mittel 200 A dick. 

5. Der granulire Aufbau der Lamellen lat eine Homologisierung mit 
den Primargranen der héheren Pflanzen zu. 

6. Auf Grund des einheitlichen cytologischen Aufbaues des Chromato- 
plasmas wird die Ansicht vertreten, dai es sich um einen einzigen 
Chromatophoren handelt. 


Fiir die Erméglichung der Untersuchungen und das rege Interesse sind wir 
Herrn Prof. Dr. H. Knéti sehr zu Dank verpflichtet. 


Fiir die Unterstiitzung bei den praiparativen Arbeiten danken wir Frl. Wat- 
TRAUT HILBERT. 
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Beitrage zur Cytologie der Blaualgen 
II. Mitteilung 
Zentroplasma und granulire Kinschliisse yon Phormidium uneinatum 


Von 
G. DREWS und W. NIKLOWITZ 


Mit 6 Textabbildungen 
(Hingegangen am 18. November 1955) 


In seiner, den eigenen Untersuchungen vorangestellten Literatur- 
lubersicht zeigt Drawerr (1949), daB aus den bis zu diesem Zeitpunkt 
vorliegenden Arbeiten kein einheitliches Bild von der Organisation der 
Cyanophyceenzelle resultiert. In den folgenden Jahren wurde daher ver- 
sucht, mit Hilfe spezifischer Farbreaktionen, der UV-Mikroskopie und 
dem Phasenkontrastmikroskop neue Erkenntnisse iitber Anordnung und 
stoffliche Natur der Zelleinschliisse zu gewinnen. Ubereinstimmend 
ergibt sich aus diesen, wie auch verschiedenen alteren Arbeiten, daB im 
Zentroplasma* basophile Substanz angeordnet ist, die eine kernaéhnliche 
Funktion ausiiben soll (BRrngmann 1950, 1952; Biswas 1953; Hergst 
1953, 1954; v. ZastRow 1953 und CassEL u. Hutrcoutnson 1954). Nach 
den Untersuchungen von BrinGMANN, HERBST und v. ZasTRow sind 
sowohl Desoxyribonucleinsaéure? wie auch Ribonucleinsaure* am Aufbau 
dieser basophilen Zellbestandteile beteiligt. Auch Volutin (HERBsT 1953, 
BrINGMANN 1950, CassEL u. HutcHrnson 1954) und eine Quellsubstanz 
(DRAWERT 1949) werden im Zentroplasma nachgewiesen. Hinsichtlich 
Form und GréBe und auch hinsichtlich der genaueren chemischen 
Zusammensetzung der fiir den Bereich des Zentroplasmas beschriebenen 
Strukturen bestehen jedoch recht unterschiedliche Aussagen. Diese 
lassen sich nach den vergleichenden Untersuchungen v. ZASTROWS 
einmal auf die verschiedene systematische Zugehorigkeit der einzelnen 
Objekte, zum anderen auf die beim Altern verschiedentlich zu beob- 
achtende Vacuolenbildung oder Zerteilung der Zentralsubstanz in zahl- 
reiche Granula zuriickfiihren. Haufig sind diese Differenzen aber auch 
durch unterschiedliche Fixierungs- (siehe auch v. ZAstTRow) und Fiarbe- 
methoden bedingt. Hinzu kommt, daB die angewandten Farbungen 


1 Siehe die im Kapitel Zentroplasma gegebene Definition. 


2 DNS. 
3 RNS. 
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vielfach unspezifisch sind bzw. ihre Spezifitiit nach den heute vorliegen- 
den Untersuchungen in Frage gestellt werden mu (siehe unten). 

In der vorliegenden Untersuchung wird daher das durch die Lebend- 
beobachtung im Phasenkontrastmikroskop gewonnene Bild vom Aufbau 
der Zelle den Ergebnissen farberischer und cytochemischer Nachweise 
und elektronenmikroskopischer Beobachtung (Ultradiinnschnitte) gegen- 
iibergestellt, um so einen Beitrag zur Klirung der Natur des Zentro- 
plasmas geben zu kénnen. Im Vordergrund steht dabei die Frage, ob die 
bei verschiedenen Autoren (unter anderem BRINGMANN 1950; v. ZASTROW 
1953; CassEeL u. HuToHinson 1954) abgebildete und mit basischen Farben 
darstellbare Zentralsubstanz ein einheitlicher Korper ist oder sich in 
morphologisch und chemisch differenzierbare Bestandteile aufteilen laBt. 

Neben den im Zentroplasma gelegenen Strukturen sollen auch die im 
Chromatoplasma enthaltenen Granula untersucht werden. Besonders 
schien uns der Nachweis von Redoxfermenten von Interesse. Diese sind 
nach den vorliegenden Untersuchungen an tierischen und _ pflanzlichen 
Objekten an cellulaire Strukturen (Mitochondrien, Mikrosomen) gebunden. 
Bisher wurden sie bei Blaualgen nicht beschrieben. 


Material und Methoden 


Fiir die vorliegende Arbeit wurde als Untersuchungsobjekt Phormidium unci- 
natum Gom. verwandt. Die Algen wurden auf Glasfilterplatten in mineralischer 
Nahrlésung kultiviert (DREws 1955a). 

Als Fixierungsmittel dienten: 96°, iger Athylalkohol; gepufferte, 1°4ige OsO,- 
Lésung (siehe NrkLowirz u. Drews, 1. Mitt.) oder Formol (neutral)-aqua dest. 
1:10 unter Zusatz von 1% CaCl,. 

Folgende Farbstoffe bzw. Farblésungen fanden Verwendung: Acridinorange 
(Bayer) in gepufferter, waBriger Losung 1:10000; Gremsa (Griibler, Lpz.), Stamm- 
lésung 1:50 verdiinnt mit Veronal-Acetatpuffer (0,0014 mol) px 6,8; Pararosanilin, 
acridinfrei, ,,stand‘‘. (Bayer) zur Frutann-Reaktion, Ansatz nach STEFFEN; 
Gallocyanin (Hollborn) fiir die Gallocyaninchromalaunfirbung (Etyarson 1951); 
Thionin (Bayer) nach Mayer (Romets, § 1752); Methylgriin (Merck)!, 0,5% ig in 
0,1 n Acetatpuffer, py 4,1; Pyronin (Griibler), 0.5% ige wiBrige Lésung; Methylen- 
blau (Bayer), Trypaflavin (Bayer) zum Phosphatnachweis nach WrINpISscH u. 
Mitarb. (1954); Toluidinblau (Griibler) nach Linpecren (1950) oder 0,5%ig 
waBrig; Azur I (Merck), 0,25%ige, waiBrige Lésung; Sudanschwarz B, gesattigte 
Lésung in Diacetin?. 

Fir die Verdauungsversuche dienten folgende Fermente: Pepsin DAB 6 (Pepton- 
Atarost-Werke, Rostock), 0,05—0,1% ig in n/100 HCl; Papain (Rostock), 0,05% ig 
in Kaliumbiphtalat- bzw. Acetatpuffer py 5,0 + 0,002 mol Cystein (Merck); 
Trypsin puriss. (Rostock); Ribonuclease (kristall., salz- und proteasefrei, Light 
& Co., England, bzw. ein im Institut hergest. Praparat®; Desoxyribonuclease, krist., 
Inst. prap.). Trypsin, RN-ase u. DN-ase wurden in Acetat-Veronal-Puffer gelost. 


‘Zur Entfernung des Methylvioletts etwa 8mal mit Chloroform ausgeschiittelt. 

* Fir die Unterstiitzung bei den technischen Arbeiten danken wir Frl. GreBLEr. 

* Fiir die Herstellung und freundliche Uberlassung des Priaparates danken 
wir Herrn Dr. VEenner. 
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Als Redoxfarbstoffe dienten 5,5’, 3,3’ -Tetraphenyl-2,2’-Di-p-stilbenditetra- 
zoliumchlorid* (in der Arbeit als Stilben-TC bezeichnet), fiir Vergleichsuntersuchun- 
gen 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC-Merck) und Janusgriin B. TTC und 
Stilben-Tc wurden in 0,05—0,1%iger Konzentration in gepufferter Nahrlésung 
angesetzt (DREws 1955b). Wahrend der Reaktion standen die Glaschen mit der 
Farblésung im Dunkeln. Die mikroskopische Beobachtung des Reduktionsverlaufes 
wurde zunachst nur bei Rotlicht durchgefiihrt, um eine Umwandlung des Farb- 
stoffs im blauen Licht zu verhindern. Vergleichsuntersuchungen lieBen jedoch 
keinen storenden Einflu8 auf die Reaktion mit Stilben-TC erkennen. — Fiir die 
Nadi-Reaktion verwendeten wir x-Naphtol (Schering, Adlershof) und Dimethyl-p- 
phenylendiaminhydrochlorid (Merck). Beim Ansetzen der Lésungen richteten wir 
uns im wesentlichen nach den Angaben von PerNneErR (1952). Nach unseren Erfah- 
rungen wird aber die Reaktion nicht beeintrachtigt, wenn man das Naphtol in einer 
geringen Menge Athanol lést und dann mit aqua dest. auffiillt. — Zur Bewegungs- 
hemmung dienten in einigen Fallen schwache Dosen von 2,4-Dinitrophenol oder H,0,. 

Die Einbettung der Objekte und die Herstellung von Schnitten fiir die elek- 
tronen-mikroskopische Beobachtung sind in der 1. Mitt. ausfiihrlich beschrieben. 
Auf diese Darstellung wird verwiesen. 


Ergebnisse 


Zentroplasma 
Lebendbeobachtung 

Die lebende Zelle von Phormidium uncinatum zeigt bei der Betrach- 
tung im Phasenkontrastmikroskop einen hellen, zentral gelegenen Bezirk 
von unregelmaBiger Gestalt und GroBe (Abb. 1). Zumeist besteht dieser 
aus einem System von lacunen- 
artigen Verastelungen, die von der 
Zellmitte aus bis in die Peripherie 
ausstrahlen (Abb. 2). Die einzelnen 
Lacunen sind oft nur 0,5—1,0 ju 
breit. Haufig beobachtet man auch 


Abb. 2. Phormidium uncinatum. 
Lebend, Phasenkontrastaufnahme. 
Hohe Winstellung des Tubus. 1300:1 


Abb. 1. Phormidium uncinatum. Lebend, Phasen- 
kontrastaufnahme. Normale Einstellung des Tubus. 
Verschiedene Formen des Zentroplasmas. Lumipan, 
Obj.: HI PH 90, Ok.: Proj. 6,3, nachvergr. auf 1300:1 
einen relativ groBen Zentralbezirk, der nur wenig verzweigt ist. Diese 
hier beschriebenen, nicht scharf gegen das periphere Plasma abgegrenzten 

ge imsichtlich ihrer Lage dem in der Literatur als 
,,Hellzonen“‘ entsprechen hinsicht g 


1 Fir die Herstellung und freundliche Uberlassung des Praparates danken wir 
Herrn Dipl. chem. HERB. 


150 G. Drews und W. NrKLowIrz: 


Zentroplasma, Zentralkérper oder Zentralsubstanz bezeichneten Bezirk 
(Drawer 1949, Cassen u. Hurcurnson 1954). Wenn im folgenden der 
Ausdruck Zentroplasma fiir diesen zentralen Bezirk gebraucht wird, 
so soll er in dem aufgezeigten Sinn verstanden werden, namlich rein 
deskriptiv als topographische Bezeichnung fiir die zentralen, nicht 
scharf gegen die peripheren Teile der Zelle abgegrenzten Bezirke, ohne 
damit zunachst etwas iiber Aufbau und Funktion aussagen zu wollen. 

Im Zentroplasma liegen mehrere bis zahlreiche Granula, die haufig 
netzartig miteinander verkniipft oder auf langen Plasmaverdichtungen 
angeordnet sind. Auch einzelne, relativ grofe und scharf gegen das 
Plasma abgegrenzte Granula sind im Zentroplasma anzutreffen. Die 
Einschliisse lassen bei normaler mikroskopischer Beobachtung keine 
Bewegung erkennen. Peripher vom Zentroplasma liegt das Chromato- 
plasma. 

CassEL u. Hutcuinson (1954) bringen in ihrer Arbeit Phasenkontrast- 
aufnahmen von Microcoleus. Diese Abbildungen zeigen ebenfalls ein hell 
erscheinendes Zentroplasma, das granulire Einschliisse enthalt. 


Férbungen und cytochemische Nachweise 


Der im Phasenkontrast hell erscheinende Bezirk der lebenden Phor- 
midium-Zelle (Zentroplasma) lat sich auch farberisch darstellen. Mit 
Acridinorange (1:10000) angefarbt, fluoresciert das Zentroplasma 
leuchtend gelb-griin. Diese kraftige Fluorescenz konnten auch v. Za- 
strow (1953) und Krine (1955) an Oscillatorien beobachten. 

v. ZastRow bezeichnet diesen Bezirk als Zentralsubstanz Die von ibr gegebene 
zeichnerische Darstellung der sich bei Phormidium uncinatum mit Acridinorange 
gelb-griin farbenden Bezirke entspricht im wesentlichen den eigenen Beobachtun- 
gen: Die feine, im Phasenkontrastmikroskop deutlich werdende Gliederung geht 
verloren und es erscheint ein relativ kompaktes und nur schwach verzweigtes 
Zentroplasma. Wahrscheinlich ist dafiir die gegenseitige Uberlagerung und Uber- 
strahlung der in verschiedenen Ebenen liegenden, fluoreszierenden Bezirke ver- 
antwortlich zu machen. Die Fluorescenz des Zentroplasmas konnte vom schwach 
Sauren bis ins stark Alkalische (pq 10,0) hinein beobachtet werden. 

Das Chromatoplasma fluorescierte schwach bis deutlich rot. Diese Erscheinung 
ist zum groBen Teil durch die Kigenfluorescenz des Chromatoplasmas bedingt. 


Kine Abgrenzung von Chromato- und Zentroplasma, wie sie durch die 
Behandlung mit Acridinorange zu erhalten war, wird auch nach Far- 
bung mit Gremsa (Alkoholfixierung) deutlich. Die gesamte Zelle fairbt 
sich violett an, das Zentroplasma jedoch kraftiger, das Chromatoplasma 
hingegen nur schwach. Ahnliche Ergebnisse erhalt man mit Thionin und 
Azur I. Eine schiirfere Abgrenzung des Zentroplasmas ist durch Tannin- 
siuredifferenzierung nach Gremsa-Farbung zu erhalten (CassEL u. 
HutcHINson 1954). Die auf diese Weise durchgefiihrten Farbungen 
entsprechen den bei Cassex u. Mitarb. ver6ffentlichten Abbildungen von 
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Phormidium. Die Zelle von Phormidium uncinatum 14Bt also 
einen zentralen, im Phasenkontrast hell erscheinenden und 
mit basischen Farbstoffen darstellbaren Bezirk (Zentro- 
plasma) erkennen. 

Nach diesen orientierenden Versuchen und den Erfahrungen der 
Literatur durfte erwartet werden, daB im Zentroplasma Nucleinsiiuren 
enthalten sind. Um diese getrennt nachzuweisen, wurde zunichst mit 
Methylgriin und Pyronin gefarbt, da diese Farbstoffe von Brrna- 
MANN (1950), Hergsr (1953) und v. Zastrow (1953) zum Nachweis der 
DNS und der RNS bei verschiedenen fadigen Cyanophyceen verwandt 
wurden. 

Nach PotristEr u. LEvCHTENBERGER (1949), Kurnick (1950) und Kurnick u. 
Mirsky (1950) ist Methylgriin bei py 4,1 spezifisch fiir DNS, Pyronin spezifisch fiir 
RNS (Bracuer 1940). Bei Anwendung von Methylgriin erhielten wir jedoch eine 
Griinfarbung des gesamten Plasmas. Eine Anderung des Fixierungsmittels (OsO,, 
Athanol, Champy, Regaud), eine Vorbehandlung mit Lanthannitrat und eine Ver- 
langerung der Farbezeit (bis 72 Std bei 4° C) fiihrten zu keinem anderen Ergebnis. 
Kine anfanglich zu beobachtende Blaugriinfarbung einzelner Granula (siehe auch 
BrINGMANN 1950) lieB sich auf Reste von Methylviolett zuriickfiihren, die beim 
Ausschiitteln des Methylgriins zuriickgeblieben waren. Dieses Ergebnis bestatigt 
die Untersuchungen von ALFERT (1952) und SANDRITTER u. DIEFENBACH (siehe 
SANDRITTER 1955), nach denen Methylgriin nicht mehr als allein spezifisch fiir DNS 
angesehen werden kann. Denn es darf wohl mit Sicherheit angenommen werden, dal 
die DNS nicht diffus im ganzen Plasma verteilt anzutreffen ist (DRAwERT 1949, 
vy. ZAsTROW 1955), zumal auch Pyronin den gleichen Bezirk rot anfarbte. Nach 
Ribonucleaseeinwirkung ist nur das Zentroplasma noch mit Methylgriin angefarbt. 
Auch die Spezifitaét von Pyronin fiir RNS mu8 nach unseren Erfahrungen in Frage 
gestellt werden. Nach Alkoholfixierung und zum Teil anschlieBendem 2stiindigem 
Aufenthalt in Ather-Alkohol (2:1) zur Entfernung der eventuell stérenden Lipo- 
proteide wurden die Cyanophyceen mit Trichloressigsaure (TCS, Zimmertemperatur, 
42 Std) behandelt, um die RNS zu extrahieren (WINDER u. DENNENY, 1954). Doch 
auch nach dieser Behandlung, wie auch nach Behandlung mit Ribonuclease, war 
noch eine deutliche Rotfairbung zu beobachten. 

Methylgriin und Pyronin eigneten sich also nicht zum ge- 
trennten Nachweis der beiden Nucleinsiuren. Giinstigere Re- 
sultate konnten wir mit dem Oxazinfarbstoff Gallocyaninchrom- 
alaun! (Eryarson 1932, 1951; Lagerstept 1948, 1949) erzielen. Dieser 
Farbstoff wird von beiden Nucleinsiuren quantitativ gebunden (D1z- 
FENBACH u. SANDRITTER 1954; SaNDRITTER 1954, 1955). Auch seine 
Spezifitat ist nur relativ. So farbt er z. B. Metaphosphate (Sricu 1953). 
Doch lassen sich diese Nebeneffekte durch entsprechende Vorbehandlung 
einschranken. . 

Wird Phormidium nach Alkoholfixierung in GCA gegeben, so farbt sich das 
gesamte Zentroplasma deutlich blau-violett an. Innerhalb des diffus tingierten 


Bereichs erscheinen zahlreiche kleine und mehrere grofe Granula kraftig blaulich 
oder mehr rétlich-violett angefarbt. Nach Fixierung mit OsO, oder Formol-Ca 


1 Im folgenden als GCA bezeichnet. 
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erhielten wir ahnliche Bilder; nur waren an der Peripherie des Zentroplasmas 
noch kleine, ebenfalls gefarbte Granula zu beobachten. Die Ergebnisse der Farbung 
mit GCA sind in der folgenden Tabelle zusammengefaBt. 

Wie noch niher auszufiihren sein wird, lassen sich mit 
Gallocyaninchromalaun 3 Arten von Granula im diffus an- 
gefarbten Zentroplasma darstellen: 


1. Kleine, wahrscheinlich aggregierte, meist zentral gelegene Granula 
(z. Gr.), 2. Granula, die auch ohne weitere Vorbehandlung nach der 
Farbung vergréBert erscheinen und sich kraftig rot-violett anfarben 
(gr. Gr.), 3. kleine, peripher gelegene Granula, die nach Alkohol- 
fixierung nicht deutlich nachzuweisen sind (p. Gr.). 

Nach Ribonucleasebehandlung (px 6,4; 45° C; 30 min) und anschlieBen - 
dem Aufenthalt in GCA ist die diffuse Anfarbung auf einen zentralen 
Bezirk im Zentroplasma beschrankt oder 
fehlt ganz (Abb. 3). Die Granula sind eben- 


falls angefairbt. Ihre Zahl scheint jedoch é 
haufig verringert zu sein. Ein ahnliches Bild 4 
ergibt sich nach Trichloressigsaure !-Extrak- rere 
tion (20° C, 24 Std). Die RNS ist also . 
sowohl diffus im Zentroplasma ver- Bed 
. : vara 2 Abb. 3. Phormidium uncinatum. 
teilt, wie auch médglicherweise an Fix.: Athanol, 95% ig. 
einzelne Granula gebunden. Geliocyeniiohromyweant anaes 
; F nach Ribonucleasebehandlung. 
Die zentral gelegenen, auch nach Ribonu- 1650:1 


cleasebehandlung tingierbaren Strukturen 
enthalten DNS und eventuell noch andere, sich mit GCA firbende 
Substanzen. 

Nach Desoxyribonuclease-EKinwirkung (0,05°,ig, 37° C, pa 7,4) und 
Farbung ist die zentrale, feine Kérnelung (z. Gr., siehe oben) nicht mehr 
zu beobachten, die diffuse Farbung und die Tingierbarkeit der iibrigen 
Granula bleibt bestehen. Werden die Algen 7 min mit TCS bei 100° C 
behandelt, so fairbt sich in der Zelle nichts mehr an. Bei dieser Temperatur 
werden mit Trichloressigsiure, RNS, DNS und kond. Phosphate extra- 
hiert (HEBEL 1952; WrypeR u. Denneny 1954). Aus dem Farbbild 
nach Behandlung mit Fermenten bzw. TCS ergibt sich, daB 
die kleinen, zumeist miteinander aggregierten Granula (z.Gr.) 
DNS enthalten. 


Zur Sicherung dieses Ergebnisses wurde die FrutgEn-Reaktion 
durchgefiihrt. 
Fix.: Athanol oder gepufferte OsO,-Lésung, Hydrolyse 15 min bei 50° C oder 


12 Std bei Zimmertemperatur; Farb. 4 Std, spiilen 3mal 10 min in SO,-haltigem 
Wasser. 


SANOIS). 
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In Ubereinstimmung mit PoLJANSKY u. PeTRUSCHEWSKI (1929) und 
Drawert (1949) erhielten wir nach beiden Fixierungen im Zentroplasma 
eine Ansammlung zarter, granulirer Elemente, die haufig netzartig 
verbunden sind; aber auch einzelne groBere Granula, die miteinander in 
Verbindung stehen, farbten sich rot an. Die von Perrur (1933) bei einer 
Phormidium-Art erhaltene positive Reaktion in Gestalt paralleler, 
anastomosierender Faden konnte niemals beobachtet werden. Gelegent- 
lich zeigten die Trichome eine schwache, diffuse Rotfarbung im gesamten 
Plasma, die auch nach Alkoholextraktion auftrat (siehe auch DRAWERT 
1949). Die bei der Frutcrn-Reaktion sich anfarbende Substanz ent- 
spricht hinsichtlich GroBe und Lage dem Bereich, der sich nach TCS- 
Extraktion mit GCA tingiert. Damit ist das Ergebnis der GCA-Farbung 
bestatigt. 

Sowohl nach Ribo- bzw. Desoxyribonucleasebehandlung, wie auch 
nach Hinwirkung beider Fermente (nacheinander) bleiben im Zentro- 
plasma gelegene Granula (gr. Gr. u. p. Gr.) mit GCA farbbar. Auch 
Pepsin, Trypsin und Papain haben auf die Anfairbbarkeit dieser Granula 
keinen EinfluB. 

Die nach GCA-Einwirkung sich vergroBernden Granula 
(gr. Gr.) farben sich mit Methylenblau und Toluidinblau (Wi1amn 1947; 
LINDEGREN 1950) metachromatisch. Es ist daher zu vermuten, daB an 
ihrem Aufbau kondensierte Phosphate (Meta- oder Polyphosphate?) 
beteiligt sind. Nach den Methoden von WacuSTEIN u. Pisano (1950) und 
WinpiscuH u. Mitarb. (1954) lieBen sich in den Granula Phosphationen 
nachweisen. Bei unfixiertem, sowie mit Alkohol oder Aceton fixiertem 
Material wird der Phosphatnachweis nach WINDISCH negativ, wenn 
vorher mit TCS (4 Std, 20° C) extrahiert wird. Es handelt sich also um 
eine séurelésliche Phosphorverbindung. Nach dem negativen Ausfall des 
Phospholipoidnachweises nach Baker (siehe Gomori 1953), der Sudan- 
schwarz B-Farbung und der PAS-Reaktion zum Nachweis von Kohlen- 
hydraten (Horcuxiss 1948; McManus 1948) 1aBt sich ausschlieBen, dab 
der Phosphor in diesen Granula an Lipoide als Phosphatid oder an 
Kohlenhydrate gebunden auftritt. Es konnen jedoch in den meisten 
Granula (gr. Gr.) Proteine nachgewiesen werden (Proteinnachweis nach 
Mazia u. Mitarb. 1953). Es ist nach den vorliegenden Ergebnissen 
anzunehmen, da8 der Phosphor in diesen Granula (gr. Gr.) als 
saurelosliches Phosphat — wahrscheinlich Polyphosphat 
(EBEL 1952) — auftritt. ; 

Die dritte Gruppe der im Zentroplasma anzutreffenden 
und sich mit GCA farbenden Granula (p. Gr.) enthalt Phospha- 
tide (Nachweis nach Baxsr). Sie sind deutlich nur nach Formol-Ca- 
Fixierung nachzuweisen und liegen, wie oben schon naher beschrieben, 
peripher im Zentroplasma. 


Vj 
Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 24 
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Tabelle zu den Farbungen 
———rrrrrrrnrnt rt ean 


Zentroplasma Chromatoplasma 
z. GY. gr. Gr. p. Gr. Qu. Gr. 
—_—_________—— ... ow L— ewe ee 
| 
HWULGHN jena) een =f cae = = 
Gallocyaninchromalaun ++ a s (by 


n. Formol-Ca 
| 


GCA n. TCS (100°C). =: ee gs 
GCA n. TCS (20° C; 


48 Std) ieee. mereer + — — — 
GCAn. RN-ase. .. . + + 
n. Formol-Ca 
GCAn, DN-ase. .. . — + o 
GCAn. Papain.... - | 
Phosphatidnachweis . . — — + a 


PAS-Reaktiones.. | sar — =% o_ = 


P.-Nachweis 


(WINDISCH) ; 4. a + 
MS BY ctuar.t te. saat eee — metachrom.-+ | 
GIIMSA.. ange eee Fhe + + 
n. Formol-Ca 

EDIONINIES § geet aoe Be blau rotlich 

i i 
Stilben=s Cx tases sons — — — a 
Nadi-Reaktion ... . _- — ~- a 
Januserun Bo. . = . -|- diffus blaugriin + 

rot 


M. B. Methylenblaufairbung, PAS Perjodsiure-Schiff-Reaktion, GCA Gallocyanin- 
chromalaunfirbung, TCS Trichloressigsiure, 5% ig, Abkiirzung fiir Zentroplasma 
Granula siehe Text 5. 152. 


Zusammenfassend zeigt sich also nach den vorliegenden Ergeb- 
nissen fiir den Aufbau des Zentroplasmas bei Phormidium uncinatum 
folgendes Bild: Im gesamten Bereich des sich phasenoptisch hell dar- 
stellenden Zentroplasmas liegt die RNS diffus verteilt. Die DNS ist an 
relativ kleine, meist netzartig verkniipfte Granula (z. Gr.) gebunden, die 
als ,,Chromidialapparat® im Zentroplasma angeordnet sind. Weiterhin 
sind im Zentroplasma phosphatidhaltige, peripher gelegene Granula 
(p. Gr.) und Granula, an die eine siurelésliche Phosphorverbindung 
(kondensierte Phosphate — Txuino 1950, 1952) gekniipft ist (gr. Gr.), 
anzutreffen. Wie weit auch die RNS am Aufbau einzelner Granula be- 
teiligt ist, laBt sich noch nicht eindeutig entscheiden, da bei einer Ex- 
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traktion der die RNS eventuell maskierenden kondensierten Phosphate 
mittels TCS auch die RNS mit entfernt wird. Nach Behandlung mit der 
zur Verfiigung stehenden Phosphatase lieB sich keine Veranderung der 
Granula beobachten. 


Abb. 4. Phormidium uncinatum. Lingsschnitt. Hlektronenmikroskopische Aufnahme, 
Originalaufnahme 13000:1, nachvergréBert 


Elektronenmikroskopische Beobachtungen 


In median gefiihrten Schnitten beobachtet man hellere Bezirke, die 
von undeutlich begrenzten, kontrastreichen Strukturen durchsetzt sind 
(Abb. 4). Diese helleren Bezirke lassen sich nicht schart gegen das 
Chromatoplasma abgrenzen. Lamellen werden in ihrem Bereich ploht 
gefunden. Die kontrastreichen Strukturen bestehen aus faden- bis strang- 


formigen Gebilden, die von granularen Elementen durchsetzt sind. Eine 
tie 
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charakteristische Feinstruktur dieser Gebilde konnte nicht festgestellt 
werden. Die Lage und Anordnung der stark elektronenstreuenden Sub- 
stanz liBt nach Rekonstruktion der Ultradiinnschnitte und nach Ver- 
gleich mit den lichtmikroskopischen Ergebnissen die Vermutung zu, daB 
es sich hier um die netzartig verkniipften, DNS-haltigen Strukturen 
handelt. Verschiedentlich konnte eine Anhaéufung von kontrastreichen run- 
den oder weniger kontrastreich und unregelmaBig geformten Granula im 
Zentroplasma beobachtet werden. Die kontrastreichen Granula (gr. Gr.) 
zeigen nach starkem ElektronenbeschuB Sublimationserscheinungen, 
wie sie wiederholt beschrieben wurden (KONIG u. WINKLER 1948; 
BRINGMANN 1950; NrkLowi1Tz u. Drews 1955). Es liegt die Vermutung 
nahe, daB an ihrem Aufbau — wie auch die lichtmikroskopischen Unter- 
suchungen ergeben haben — kondensierte Phosphate beteiligt sind. Eine 
genauere Analyse der im Zentroplasma gelegenen Strukturen mu einer 
spiteren Untersuchung vorbehalten bleiben. 


Granuldre Einschliisse des Chromatoplasmas 


Im phasenkontrastmikroskopischen Bild der lebenden Zelle erscheinen 
im Bereich der Querwand Granula, die sich von dem sie umgebenden 
Plasma deutlich abheben. Besser lassen sie sich darstellen, wenn man die 
Zelle mit Formol-Ca fixiert und dann im Hellfeld betrachtet. Man erkennt 
dann auf beiden Seiten der Querwand eine Reihe von Granula, die sich 
oft genau gegeniiber liegen. AuBer diesen ,,Querwandgranula‘ liegen im 
Chromatoplasma verstreut einzelne Granula, die keine bestimmte An- 
ordnung erkennen lassen. 


Nachweis von Redoxfermenten. Bretia, KAuscHE und HAarpicK (1949) wandten 
die auf Kunn u. Jercuen (1941) zuriickgehende Methode der Triphenyl-Tetra- 
zoliumchlorid-Reduktion durch lebende Zellen als cytochemischen Test bei Bak- 
terien an. Seither konnte in zahlreichen Untersuchungen (Marrson 1947; Kun 
1951; Brop1e u. Gots 1952; Hann 1952; PREUNER u. Mitarb. 1952; Burns 1953; 
KELLENBERGER u. HuBer 1953; Parker 1953; Sarto 1953; Somerson 1953; 
ZIEGLER 1953; Davis u. Mitarb. 1954; Hartmann u. Liu 1954; Huao 1954; 
Kun u. Linke 1954; NEUMANN u. Kocn 1954) in vivo und in vitro nachgewiesen 
werden, da verschiedene Dehydrasen Tetrazoliumsalz zu reduzieren vermégen, 
dieses sich also zum Nachweis der genannten Fermente eignet. Nicht unwider- 
sprochen blieb dagegen die von Breria u. Mitarb. (1949, 1952) vertretene Ansicht, 
da das Formazan am Orte seiner Bildung abgelagert wird und eine genaue Lokali- 
sierung der Fermente erméglicht (WEIBULL 1953; ZIEGLER 1953 u. a.). Als Haupt- 
argument wird angefiihrt, da das Formazan im Plasma Kristalle bildet, die 
Strukturen vortiéiuschen kénnen, bzw. das Formazan des normalen TTC (2,3,5-Tri- 
phenyltetrazoliumchlorid), welches gut fettléslich ist, sich sekundar in der lipoiden 
Phase der Zelle anreichert. 

Trotzdem erscheint es uns méglich, wie noch naher auszufiihren sein wird, auf 
Grund der Ablagerung von Stilben-TC cytologische Aussagen zu treffen. Fiir die 
vorliegenden Untersuchnngen wurde fast ausschlieBlich das Stilben-TC verwandt, 
dessen blaues Formazan sich kaum in den iiblichen Fettlésungsmitteln lést. 
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Ktwa 30 min nach Einbringen der Algen in die Stilben-TC-Lésung 
(Nahrlésung + 0,05°% Stilben-TC, pq 7,4; siehe Drews 1955b) lassen 
sich die ersten Anzeichen einer deutlichen Reaktion beobachten: Granula, 
die an den Querwinden und den Stellen der Langswande liegen, von 
denen aus die Querwandbildung einsetzt (Qu. Gr.), fairben sich dunkel- 
blau an (Abb. 5). Es la&t sich wegen der Kleinheit der Granula nicht 
entscheiden, ob es sich um eine Ein- oder Anlagerung des Formazans 
handelt. Spater tritt der Farbstoff auch noch in Form linglicher, nadel- 
formiger Gebilde in Erscheinung. La8t man die Blaualgen 12 oder mehr 
Stunden in der Stilben-TC-Lésung, so kann 
in einzelnen Fallen das gesamte Plasma blau 
gefarbt sein und an den Querwanden und 
zentral gelegenen Granula die Ablagerung 
von Formazan einsetzen. Zumeist bleibt aber 
die Formazanablagerung auf die oben- 
genannten Querwandgranula und die ling- 
lichen Gebilde beschrankt. 

Abb. 5. Phormidium uncinatum. 


Aus den hier geschilderten Beobachtungen — Lebend, _Stilben-TC-Reduktion. 
darf wohl geschlossen werden, daB die primir ae 
in den beschriebenen Granula beginnende 
Stilben-TC-Reduktion auf die Tatigkeit von reduzierenden Fermenten 
(Dehydrasen) zuriickgefiihrt werden kann. 

Die gleichen Strukturen, an denen Stilben-TC reduziert wird, farben 
sich mit Janusgrtin B (0,02%, in Acetat-Veronal-Puffer 0,0014 m, 
35 min) kraftig blaugriin an. Bei bestimmten py-Werten (z. B. px 5,0) 
sind im schwach diffus blaugriingefirbtem Plasma an der Querwand 
nach etwa 35 min deutlich rotgefairbte Granula zu beobachten. Janus- 
grin B ist also ausschlieBlich im Bereich der Querwandgranula zum 
roten Diathylsafranin reduziert worden (LAzZAROW u. COOPERSTEIN 
1953). Auch aus dieser Beobachtung kann auf eine Beteiligung redu- 
zierender Fermente am Aufbau der Querwandgranula geschlossen werden. 

Die Nadi-Reaktion dient dem Nachweis der Cytochromoxydase 
(ScHUMMELFEDER 1949; PeRNER 1952; Bautz 1954). Beim EHinbringen 
der Blaualgen in das Reaktionsgemisch kann unter Umstinden schon 
nach 5 min eine deutlich positive Reaktion beobachtet werden. 

Die Zeit, die vom Einbringen der Blaualgen in die Versuchslésung bis zum Sicht- 
barwerden der Reaktion vergeht, laBt eine Abhingigkeit von der Konzentration 


des Puffers erkennen. Bei Verwendung von 0,15 mol Phosphat-Puffer wird die 
Reaktion rasch (5—10 min) in 0,015 mol nach 20 min und in 0,0075 mol nach etwa 


60 min deutlich. 

Die Reaktion wird durch KCN (1-10-? mol) und H,S vollstandig ge- 
hemmt. Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit Parner und 
laBt auf ein schwermetallhaltiges Ferment schlieBen. 
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Verfolgt man den Ablauf der Nadi-Reaktion mikroskopisch, so sieht 
man, da das Indophenolblau zuerst im Bereich der Quer- und Langs- 
wiinde in auBerordentlich kleinen Granula gespeichert wird. Spater ist der 
Farbstoff auch an anderen Stellen im Chromatoplasma anzutreffen. Die 
Bildung beginnt also in den gleichen Bezirken der Zelle, in denen primar 
Formazan entsteht. Es besteht demnach die Méglichkeit, dai beide 
Reaktionen an die gleichen Strukturen gekniipft sind. Da das bei der 
Nadi-Reaktion entstehende Indophenolblau jedoch lipoidléslich ist, muB 
man damit rechnen, da} der Farb- 
stoff sekundir in der lipoiden 
Phase der Zelle angereichert wird. 
Dafiir spricht auch,daB zumindest 


Abb. 6. Phormidium uncinatum. Strukturierte Granula im Bereich der Querwand. 
Originalaufnahme 13000:1, nachvergréBert. Elektronenmikroskopische Aufnahme 


ein Teil der Querwandgranula Phospholipoide enthalt (Nachweis nach 
Baker, siehe Gomori 1953, Sudanschwarz B-Farbung schwach positiv). 
Dagegen 1aBt sich geltend machen, daf das Indophenolblau sehr rasch 
in den Querwandgranula und erst spiter auch in anderen Granula er- 
scheint. Es darf also wohl mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit an- 
genommen werden, dafi in der Nahe der Querwinde in granuliren 
Strukturen sowohl reduzierende wie auch oxydierende Fermentsysteme 
lokalisiert sind. Es la8t sich aber lichtmikroskopisch nicht ausschlieBen, 
daB im Bereich der Querwiinde mehrere Arten von Granula vorhanden 
sind. 

Im Chromatoplasma liegen dort, wo eine junge Querwand angelegt 
wird, oder sich junge Wiinde bilden, ebenfalls ,,Querwandgranula‘. 
Vereinzelt trifft man im Chromatoplasma auch Granula, die aller Wahr- 
scheinlichkeit nach kondensierte Phosphate enthalten. Sie verhielten 
sich faérberisch und nach TCS-Extraktion wie die entsprechenden Ge- 
bilde im Zentroplasma (gr. Gr.). 

Glykogen konnte niemals in Form von Granula beobachtet werden 
(Perjodsiure-Schiff-Reaktion, Jod-Jodkali). Wir beobachteten immer 
eine diffuse Anfirbung des gesamten Plasmas, wie sie auch DRAWERT 
(1949) beschreibt. 
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Im Elektronenmikroskop lassen sich an Hand von Schnitten 
durch Phormidium uncinatum 2 Arten von Granula nachweisen (Abb. 4), 
einmal kleine, stark osmiophile, die meist unmittelbar der Wand an- 
liegen (Abb. 6), zum anderen gréBere, strukturierte Granula (Abb. 6a). 
Die groBen Granula messen bis 300 mu Dicke, die kleinen (Abb. 6b) 
haben einen Durchmesser von etwa 40 my und liegen damit unter der 
Auflésungsgrenze des Lichtmikroskopes. Da aber im Lichtmikroskop 
deutlich die Anlagerung von Formazan an Querwandgranula beobachtet 
werden konnte, ist anzunehmen, dafs zumindest die Dehydrasen an die 
groBen Granula gebunden sind. Dafiir spricht auch, daB die groBen 
Granula strukturiert sind und somit in Aufbau und Funktion an pflanz- 
liche und tierische Mitochondrien erinnern (PALADE 1953). Nach dem 
lichtmikroskopischen Bild zu urteilen, ist die Nadi-Reaktion wahrschein- 
lich an die gleichen Strukturen wie die TC-Reduktion gebunden. Es laBt 
sich aber nicht ausschlieBen, daB auch die kleinen Granula Trager von 
Fermenten sind. In der GroBenordnung entsprechen sie den Mikrosomen. 


Diskussion 

Nach den vorliegenden Untersuchungen laBt sich die Zelle von 
Phormidium uncinatum in ein phasenkontrastmikroskopisch hell er- 
scheinendes Zentroplasma und in ein die tbrige Zelle ausfillendes 
Chromatoplasma, an das die Assimilationspigmente gebunden sind, 
einteilen. Hine distinkte Grenze, etwa in Form einer Membran, besteht 
nicht. Nach dem elektronenmikroskopischen Bild kann man das Zentro- 
plasma auch als den zentralen Raum bezeichnen, der nicht von den 
Lamellenpaketen des Chromatoplasmas, die die gesamte tibrige Zelle 
durchziehen, durchsetzt ist. Mit der Frutcen-Reaktion konnten im 
Bereich des Zentroplasmas DNS-haltige Strukturen nachgewiesen wer- 
den, die eine recht mannigfaltige Anordnung zeigten (nach Fixierung mit 
gepufferter OsO,-Lésung). So waren ein Netzwerk mit granulaartigen 
Verdickungen, vielfach gekriimmte Striinge oder wenige (meist 2) mit- 
einander verkniipfte, groBere Granula zu beobachten. Nach Alkohol- 
fixierung waren die Strukturen etwas grober. Niemals traten jedoch bei 
der FrutcEn-Reaktion so kompakte Gebilde auf, wie sie BRINGMANN 
(1950, 1952) an Lyngbia aerogineo-coerulea und v. ZAstTROow (1953) an 
Oscillatoria limosa als Karyoid bzw. Zentralsubstanz beschrieben haben. 
Die Auffassung Brinemanns, dai DNS, RNS und Metaphosphate in 
einem runden, granulaartigen Komplex (Karyoid) vereint sind, der in 
Ein- oder Mehrzahl in der Zelle auftritt, lieB sich fiir unser Objekt nicht 
bestiitigen, auch wenn man die Méglichkeit einer granularen Zerteilung 
des Zentroplasmas im Alter, wie sie von v. ZASTROW fiir verschiedene 
Arten nachgewiesen wurde, mit beriicksichtigt. Nach den vorliegenden 
Ergebnissen lieBen sich zwar auch (wie von BRINGMANN 1950; Biswas 
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1953; v. Zastrow 1953 und Hersst 1954) DNS, RNS und Phosphat- 
verbindungen im Zentroplasma nachweisen; sie waren aber auf ver- 
schiedenen Strukturen angeordnet: 


Im Bereich der diffus verteilten RNS lagen die nucleal- 
positiven Strukturen und davon unabbhingig die verschie- 
denen Phosphatgranula. 


Es wire denkbar, die unterschiedliche Anordnung der DNS-haltigen 
Substanz auf verschiedene Teilungsstadien zuriickzufiihren. So lange 
aber der Mechanismus dieser ,,Kern‘‘-Teilung noch véllig im Dunklen 
liegt, muB diese Frage unbeantwortet bleiben. 


Wie oben dargestellt, liegen im Bereich der Querwande Granula, die 
reich an reduzierenden und oxydierenden Fermenten sind. Sie lassen 
sich schon in friithen Stadien der Querwandbildung nachweisen und 
diirften eine Bedeutung fiir die stoffwechselphysiologischen Vorginge 
bei der Bildung der Querwand besitzen. 


Zusammenfassung 


1. Das Zentroplasma von Phormidium uncinatum ist ein phasenoptisch 
hell erscheinender, lacunenartig verzweigter Bezirk, der ohne scharfe Ab- 
grenzung in das Chromatoplasma tibergeht. 


2. In dieses Zentroplasma, das in diffuser Verteilung Ribonucleinsiure 
enthalt, sind drei verschiedene, granulaartige Elemente eingelagert: 

a) kleine, meist netzartig verbundene, FEULGEN-positive Granula, 

b) gréBere, verstreut liegende Granula, die Phosphate, wahrscheinlich 
kondensierte Phosphate (Tuo 1951, 1952) und eventuell auch RNS ent- 
halten und 

c) kleine, peripher gelegene Granula, die Phospholipoide enthalten. 


3. Elektronenoptisch erscheint das Zentroplasma als ein System 
schmaler, unscharf gegen das lamelliire Chromatoplasma abgegrenzter 
Bezirke. In diesem hell erscheinenden Zentroplasma liegen unregel- 
maBig gestaltete, dunkel erscheinende Plasmapartien, in die zum Teil 
Granula eingelagert sind. 


4. Im Bereich der Querwand konnten Granula mit Mitochondrien- 
funktion nachgewiesen werden. Sie reduzieren Stilben-TC und Janus- 
grin. Im Ultradiinnschnitt erweisen sie sich als strukturiert und besitzen 
einen Durchmesser von etwa 300 muy. 


Auer diesen groBen Granula lagen im Bereich der Querwand kleine 
(Durchmesser 40 my), stark osmiophile Granula. Uber die Funktion dieser 
Granula lift sich zur Zeit noch nichts aussagen. 
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Excretion of organic compounds by Chlamydomonas 
MARY BELLE ALLEN* 
With 5 Figures in the text 
(Hingegangen am 4. Dezember 1955) 


During a recent study of the role of algae in sewage purification 
(ALLEN, 1955) it was observed that growth of a Chlamydomonas sp. 
in sewage increased rather than decreased the amount of oxidizable 
organic material present. This result was surprising, since several studies 
with other unicellular green algae (KrogH, LANGE and SmrrH 1930; 
Myers and Jounsron, 1949; SporHrR and Miner, 1949) had led to the 
conclusion that soluble photosynthetic products did not accumulate to 
any major extent in the medium; that virtually the only product of 
photosynthesis by green algae were algal cells. Although ToLBErT (1955) 
recently reported the excretion of glycolic acid by Chlorella during short 
periods of photosynthesis, the glycolic acid excreted was later reabsorbed 
by the cells, so that it did not accumulate in the external medium. 

It should be noted, however, that following the suggestion by PUTTER 
(1908) that soluble products of algal photosynthesis might be important 
in the food chain in the sea, studies were carried out which showed the 
formation of small amounts of soluble organic material by cultures of 
marine algae (RoBERG, 1930; Braarup and Foyn, 1930). The cultures 
used in these studies were marine chlamydomonadsandrelated flagellates. 

The only algae previously known to accumulate large amounts of 
soluble organic material in their growth medium were the Myxophyceae. 
These organisms may under some conditions excrete large quantities of 
peptides and polysaccharides into the culture medium (Foae, 1952). 

Further investigation of Chlamydomonas has shown that soluble organic 
material is excreted by pure cultures of six different species, suggesting 
that this may be a general characteristic of the genus. This paper de- 
scribes the effect of culture conditions on excretion of organic compounds 
by Chlamydomonas and the identification of some of the products formed. 


Materials and methods 


Two Chlamydomonas spp. (C-2. 5. 1 and C-2. 5. 2) were isolated in pure culture 
from oxidation pond material by conventional methods of planting. C. moewusti was 
obtained from Dr. Raueu Luwiy. C. reinhardii, C. eugametos, and C0. pseudogloea 


were from the Stanford University culture collection. 
* Present address: Department of Soils and Plant Nutrition, University of 
California, Berkeley. 
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The algae were grownina mineral medium containing KNO, 0.01 m, K,H-KH,PO,, 
px 7, 0.002 m, MgSO, 0.001 m, CaCl, 0.0005 m, and a micronutrient mixture (ARNON 
et al., 1955). Unless otherwise specified, the light intensity was 7000—8000 lux 
(700—800 foot candles). 5° CO, in air was bubbled through the cultures. 

Growth of the cultures was measured by cell counts and by dry weight deter- 
minations. Cell counts were made with a hemocytometer; dry weight was measured 
by centrifuging the cells from 
50 ml. of medium, washing, 
drying at 80—100° C, and 
weighing. 

Oxidizable organic material 
was measured by dichromate 
oxidation as described by NEIsH 
(1946). The quantity of organic 
material was expressed in terms 
of milliequivalents of dichro- 
mate used. 

Nitrogen was determined 
by the microkjeldahl method 
(Assoc. Off. Agr. Chemists, 
1950). 

Organic acids were identified 
by descending paper chroma- 
tography of filtrates which had 
been concentrated at 30—35° C 
in vacuo, and desalted with 
Amberlite [R-100. The solvents 
used were: (a) phenol saturated 
with water at 20° C (ConsDEN, 
Gorpon and Martin, 1944), 
(b) a mixture of 52 parts n-buta- 
0 PP OY ER pg ~—~CNOl, 14 parts glacial acetic acid, 

days and 35 parts water (PARTRIDGE, 
Figure 1. Production during growth of Chlamydomonas sp. 1048), and: (0) a mixturp of 60 
(-2.5.1 of soluble organic material oxidizableby dichromate, Parts n-propanol, 50 parts euca- 
Shaken cultures. See text for other experimental details  lyptol, and 20 parts formic acid 


(CHEFTEL, MUNIER and MacHE- 

BOEUF, 1951). The first two solvent mixtures were those most extensively used. 

2,4-dinitrophenylhydrazones of keto acids were prepared as described by Frrepr- 

MANN and HavuGeEn (1943) and chromatographed in a mixture of 70 parts n-butanol, 

10 parts ethanol, and 20 parts 0.5 N ammonium hydroxide (Et Hawary and 
THomeson, 1953). 
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Results 


As shown in Figure 1, excretion of oxidizable organic material by the 
Chlamydomonas sp. paralleled the growth of the alga. The organic matter 
was not removed by centrifugation of the culture filtrate for 30 min at 
120,000 g. The optically clear supernatant liquid from this centrifugation 
had virtually the same dichromate titer as the original filtrate, indicating 
that the oxidizable organic material did not consist merely of old cell 
walls or other cellular debris. 
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The quantity of organic material excreted was found to depend on the 
conditions under which Chlamydomonas was grown. Excretion was 
favored by high light intensity, as shown in Figure 2. Most experiments 


were carried out in station- 
ary cultures, with 5% CO, 
in air bubbled through the 
liquid. A few, however, 
were performed with cul- 
tures in which the culture 
was shaken so as to mix the 
gas phase with the liquid 
an a keep the cells in suspen- 
sion. Although growth was 
better in the shaken cul- 
tures, shaking had no effect 
on the production of soluble 
compounds per gram of cells 
(compare Figures 1 and 2). 
Growth with nitrate as 
nitrogen source resulted in 
the production of relatively 
more soluble products, as 
indicated in Figure 3. 
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Figure 2. Effect of light intensity (foot candles) on production 
of soluble organic material by Chlamydomonas sp. C-2.5.1. 
Stationary cultures. See text for experimental conditions 


Other Chlamydomonas cultures were found similarly to form soluble 
organic compounds during growth. Table 1 shows the results of analyses 


of cultures of C. pseudogloea, 


C. reinhardii, O. moewusit, C. eugametos, and 
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Table 1. Excretion of organic material by cultures of Chlamydomonas 


Sneclea Dry weight meq. dichromate used Levee mg. N 5) 

mg/500 ml. cells | supern. in supern. cells supern. 
Chl. pseudogloea 236 11.1 | 5.1 45 15.3 0.035 
Chil. reinhardii . 160 6.7 1.5 23 11.4 0.011 
Chl. moewusti . 306 13.4 | 3.4 25 21.5 | 0.005 
Chl. eugametos . 314 11.7 2.2 18 22.0 | 0.000 
Chi. sp. C-2.5.1. 338 17.2 | Li 10 2185S RO.OL1 
Chl. sp. C-2.5.2. | 225 90h 4h 19 10.0 0.026 


the two Chlamydomonas spp. isolated from oxidation ponds. All the 
cultures were harvested while the cells were still young. Oxidizable organic 
material in both the cells and the supernatant liquid was measured. It 
will be seen that 10—45% of the organic material formed by the cells 
appeared in soluble form in the culture medium. Excretion of organic 
compounds thus appears to be a general property of the members of the 
genus Chlamydomonas studied. 


butanol-Acetic- 
Acid - Water 


Phenol — Water 


Figure 4, Chromatograms of acidic products from filtrate of Chlamydomonas sp. C-2.5.1 


Analyses to determine the types of organic compounds present in 
Chlamydomonas filtrates were carried out on material which had been con- 
centrated to a small volume at 30—35° C in vacuo. Most analyses were 
made on filtrates of the Chlamydomonas sp. C-2.5.1. Filtrates of the other 
cultures showed a similar pattern of compounds. As shown in Table 1, 
almost no organic nitrogen was found in the culture filtrates. In agree- 
ment with this result, only traces of material which reacted with nin- 
hydrin were present. No volatile acids were found on steam distillation 
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of the acidified filtrate. Free sugars were not found, but material which 
gave a sugar reaction with 3,5-dinitrosalicylic acid was present after 1 hr 
hydrolysis of the filtrate with 1 N HCl at 100°C, indicating the presence 
of polysaccharide. 

Non-volatile organic acids were present in the filtrates. Paper chromato- 
_ graphy in three different solvents resulted in the identification of the 
acids as glycolic and oxalic, as shown 
in Figure 4. The identity of glycolic 


acid was confirmed by co-chromato- Butanol - Ammonia 


graphy of the culture filtrate with a 9 Tee niger 

. . % Vo, 
tracer amount of radioactive glycolic ae 
acid. Both in phenol-water and in gr @ 


butanol-acetic acidwater the radio- 
activity coincided with the acid spot 
suspected to be glycolic acid. The 
presence of oxalic acid was, confirmed 
by the isolation of an insoluble cal- 
cium salt, which reacted with perman- 
ganate. Ge 

Treatment of the culture filtrates 
with 2,4-dinitrophenylhydrazine and Os 
extraction of the solution with 10% 
sodium carbonate (FRIEDEMANN and a6 
HavaGeEn, 1943) revealed the presence 
of small quantities of keto acids in 
all the filtrates. Chromatography of 
the 2,4-dinitrophenylhydrazones in 


G7 


he —— 
S&S 
yy 
| 


; ——— 
butanol-ethanol-ammonia (Eu Ha- : 
A Figure 5. Chromatogram of keto aci 
wary and THOMPSON, 1953) suggested 2,4-dinitrophenyl hydrazone from filtrate 
the presence of pyruvic acid, as of Chlamydomonas sp. C-2.5.1 


shown in Figure 5. The hydrazone from 
Chlamydomonas filtrates, like that of pyruvic acid, was extractable from 
aqueous acid solution into benzene (FRIEDEMANN and HavuGEn, 1943). 


Discussion 


Members of the genus Chlamydomonas have thus been shown to excrete 
an appreciable portion of their photosynthate in soluble form. The finding 
that representatives of a major group of algae produce soluble photo- 
synthetic products opens some new perspectives in algal physiology. For 
example, to those who are interested in large-scale culture of algae and 
utilization of the products of their photosynthesis it suggests that a search 
for algae producing various types of products more valuable than algal 
cells might be worthwhile. For microbial ecology, it affords an approach 
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to the problem of the influence of one type of algae on the growth of 
others (see also Foaa and WeEsTLAKE, 1955). It has already been noted 
(ALLEN 1955) that filtrates of Chlamydomonas promote the growth of 
Chlorella in situations where Chlorella can not otherwise develop. This 
effect can not easily be explained on the basis of the compounds so far 
identified in the Chlamydomonas filtrates. 
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Summary 


Six species of Chlamydomonas have been shown to accumulate soluble 
photosynthetic products in the culture medium during growth. Formation 
of soluble organic material parallels the growth of the algae, and is favored 
by high light intensity and nitrate as nitrogen source. The groducts form- 
ed include polysaccharide and organic acids. 
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Kleine Mitteilungen iiber Flagellaten und Algen 
IV. Porphyridium cruentum und Porphyridium marinum 


Von 
ERNST G. und OLGA PRINGSHEIM* 


(Hingegangen am 30. Dezember 1955) 


In einer fritheren Arbeit (PrincsHErm u. PrinasHem, 1949) wurde 
nachgewiesen, da die Schwierigkeiten in der Kultur von Porphyridium 
cruentum (Agardh) Naegeli (ViscHER, 1935) behoben werden kénnen, 
wenn Seewasser zum Nahrboden gesetzt wird. Diese, durch die zellphysio- 
logischen Studien von GEITLER (1944) vorbereitete Feststellung wurde 
von Kocu (1953) bestiatigt. 

Der Befund steht nicht allein da. Bei Cladophora und Eutreptia ist es ahnlich, und 
in jedem dieser Falle kann man annehmen, daB es sich um urspriinglich marine, noch 
heute in der Hauptsache im Meer lebende Formengruppen handelt, von denen 
einige Vertreter ins Brackwasser vorgedrungen, aber noch nicht zu eigentlichen 
SuBwasserorganismen geworden sind. Fir Mutreptia wurde das experimentell 
nachgewiesen (PRINGsHEIM, 1953), und fiir Cladophora-Arten hat mein fritherer 
Mitarbeiter E. A. GkEorcE in Cambridge entsprechende Erfahrungen gesammelt, 
ohne sie bisher zu veréffentlichen (vgl. PRINcsHEIM u. PrincsHEIM, 1949, S. 63). 

Man kénnte Porphyridium cruentum mit Ruderalpflanzen vergleichen, 
die, gleich einigen Chenopodiaceen und Cruciferen, urspriinglich an der 
Meeresktiste beheimatet waren, aber mit den Menschen oder durch den 
Menschen an Orte im Binnenland gelangt sind, die sich durch Salz- 
reichtum auszeichnen. Solche Standorte sind fiir Porphyridium cruen- 
tum feuchte Mauern und Gewachshauswande, auf denen die Alge dunkel- 
rote Flecke hervorruft, die wie Blut aussehen. 

Wenn Drew (1951, S. 168) sagt: ,,P. cruentwm is widely distributed and forms 
dark red expanses on soil or damp walls‘‘, so ist damit das Vorkommen nicht aus- 
reichend gekennzeichnet. Es mu8 Verunreinigung, z. B. durch Urin oder durch 
Diingung, wie in Gewachshausern, oder durch ,,Mauersalpeter“‘ infolge der Nitri- 
fikation von Ammoniak in menschlichen Behausungen und Schutz vor dem Aus- 
waschen durch Regen hinzukommen, um das Aufkommen dieser Alge zu ermdg- 
lichen. An den Stellen in Cambridge (England), fiir die die Wests (Wxst 
u. Fritscu, 1926) das Auftreten von Porphyridiwm cruentum angegeben haben, war 
mein Suchen vergeblich, wahrscheinlich wegen der gréBeren Reinlichkeit der Gegen- 
wart gegeniiber der Zeit vor 50 Jahren, aus der die Funde stammen. 

Die von Drew angegebene weite Verbreitung trifft zu; aber die Fund- 
orte liegen immer in der Nahe menschlicher Behausungen (GEITLER, 1944 
S. 323), oft weit von der See. Unsere Hypothese wiirde deshalb sehr 

* Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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unterstiitzt werden, wenn die gleiche oder eine sehr ahnliche Art im Meer 
gefunden wiirde. Eine solche hat aber tatsichlich Kyxry (1937, 1943) 
beschrieben und lingere Zeit in Kultur gehabt. Leider sind die Kulturen, 
wie uns Herr Professor H. Kytry im Marz 1948 mitteilte, beim Léschen 
eines Feuers verloren gegangen. Nach der Beschreibung und Zeichnung 
ist Kyiins Porphyridium marinum dem P. cruentum zam mindesten sehr 
aihnlich (PRINGSHEIM u. PRINGSHEIM, 1949), was auch Drew (a. a. O., 
S. 168), die unsere Arbeit nicht kennt, aufgefallen ist. 

Unsere Vermutung, dafB die beiden Arten in Wirklichkeit identisch sein 
kénnten, sollte wegen des dkologischen Interesses eines solchen Falles 
durch den Vergleich mehrerer Stiimme, auch solcher von marinen Stand- 
orten, erhartet werden. 

Durch die sehr dankenswerte Hilfe der Herren Dr. MicHarn Droop (Marine 
Biological Station. Millport, Isle of Cumbrae, Schottland) und Dr. Rate A. LEwIn 
(Maritime Regional Laboratory, National Research Council, Halifax, N.S., Canada) 
erhielten wir zwei marine Stimme und wurden so in den Stand gesetzt, sie zum Teil 
nach vorheriger Reinziichtung, mit binnenlandischen Staémmen zu vergleichen, fiir 
die wir den Herren Prof. Dr. W. ViscHER, Basel, Prof. Dr. R. HARDER, Gottingen, 
und Mrs. J.G. ARCHER, Newark Delaware, USA, unseren herzlichen Dank aussprechen. 

Diese Stiémme sind die folgenden: 1. ist derselbe, mit dem Herr Prof. 
VISCHER (1935) seine eigenen Untersuchungen angestellt hat. Er stammt 
von beschattetem Tuffstein, und wir erhielten ihn 1948; 2. stammt aus 
dem Farngewiichshaus im Gottinger Botanischen Garten (Koon, 1953) 
und wurde uns im Januar 1951 von Herrn Prof. HarpER geschickt. Aus- 
gangspunkt unserer Kulturen war ein Kliimpchen vom Standort, aus 
dem die Alge in Reinkultur gewonnen wurde; 3. wurde gleichfalls von der 
Wand eines Gewichshauses, und zwar in Woods Hole, Massachusetts, 
USA, isoliert, wobei schon von unserem Befund Gebrauch gemacht 
wurde, dai Porphyridium ein Salzorganismus ist; 4. hatte sich auf Ob- 
jekttragern angesiedelt, die im Hafen von Brixham, also einem marinen 
Standort, an einem FloB aufgehaingt worden waren. Miss Emmy Ciay be- 
stimmte die Art als P. marinwm Kyuin und gab sie an Dr. M. Droop 
weiter, der sie reinziichtete und unter gleichartigen Bedingungen mit 
P.cruentum verglich. Er fand keinen Unterschied. 5. Wurde von Dr. 
R. A. Lewin aus einem Seewasseraquarium isoliert. Die beiden letzten 
Staémme kommen also von fliissigem Seewasser her, nicht von der Ober- 
fliche feuchter Substrate. ; 

Alle Staémme gediehen gut auf Agar mit natiirlichem Seewasser, 
Erddekokt und den folgenden Niihrsalzen: 0,15°% KNO,, 0,05°% MgSO, - 
7H,O, 0,005% KH,PO, und 0,00005% Fe-Citrat (Kocu, 1953). Bei 
Flissigkeitskulturen bewahrte sich ein Zusatz von 0,1°% Difco Hefe- 
extrakt, der bei Agar keine so deutliche Wirkung ausiibte. Die Rein- 
ziichtung geschah auf Agarplatten mit einem ahnlichen Medium, auf dem 
die Zellen von der Impfstelle gegen das Licht krochen. 
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Die Zellen der verschiedenen Stiimme wiesen in ihren Dimensionen und 
ihrem mikroskopischen Aussehen keine Unterschiede auf, was durchaus 
moglich gewesen wire, da sie von so verschiedenen und weit auseinander 
liegenden Standorten stammten. 


In der Arbeit von 1949 haben wir angegeben, da® auf die Hilfte ver- 
diinntes Seewasser am giinstigsten sei, normales und noch deutlicher 
doppelt konzentriertes aber weniger gut. Dies bezog sich auf kiinstliches 
Seewasser mit Erddekokt-Zusatz. Demgegentiber fand Mrs. ARCHER 
(briefliche Mitteilung von 1951) das beste Wachstum bei 1,5—2,5fach 
konzentriertem Seewasser, das durch Eindunsten hergestellt worden 
war. Sie fand auch, daB ein Zusatz von 2—3 g Kochsalz zu 100 ml ge- 
wohnlichem Seewasser die Vermehrung gleichfalls férderte. Sie hatte 
0,01% KNO, und 0,001°%, K,PO, zu ihrem Seewasser getan. 


Eine wirkliche Entscheidung, ob es sich tiberall um den gleichen Or- 
ganismus handelt, oder ob vielleicht im Meer starker halophile Rassen 
oder Varietiten leben als die ,,SiiBwasserform’ P. cruentum es ist, wurde 
durch Kultur bei verschiedener, abgestufter Salzkonzentration zu erzielen 
versucht. 

Fiir diese neueren Versuche wurde natitirliches Seewasser mit Erdab- 
kochung verwendet, dem 0,1°% Difco-Hefeextrakt, 0,02% KNO,, 
0,002% K,HPO,, 0,002% MgSO,:7H,O zugesetzt worden war. Es 
schien méglich, daB Porphyridium cruentum Wuchsstoffe braucht. Jeden- 
falls vermehrte es sich in der obigen Lésung auch ohne Agar sehr gut. 
Ferner lehrte die Erfahrung, da man bei Verwendung von natiirlichem 
Seewasser durch Zusatz von NaCl dasselbe erreichen kann wie durch 
Eindampfen, ganz wie Mrs. ArcHER festgestellt hat. 


Zuerst wurden die Stéamme von ViscHER und von HARDER aus dem 
Binnenland mit dem Droopschen aus dem Meere verglichen. Unter- 
schiede waren nicht zu erkennen. Bis 4°, NaCl-Zusatz war die Vermeh- 
rung ungefahr dieselbe wie ohne Kochsalz-Zusatz nur mit Seewasser. 
Bei 5% und noch mehr bei 6% NaCl wurde die Hemmung deutlich. Nun 
wurde noch ein umfassender Versuch angesetzt, in dem die 3 binnen- 
landischen Stamme ViscHER, HarpER und ARCHER mit den 2 marinen 
Droop und Lewr verglichen, und die Zusiitze zu der vollstiindigen See- 
wasser-Hefeextrakt-Erddekokt-Nahrsalz-Lésung in den Konzentrationen 
2, 3, 4, 5, 6 und 8% NaCl gewahlt wurden. Unsere Tabelle soll hier nicht 
wiedergegeben werden. Durch die Schwierigkeit gleichmaBiger Imptun- 
gen ist sie mit Schonheitsfehlern behaftet. Sie zeigt aber, besonders wenn 
sie durch die wiederholbaren anderen Versuche erginzt wird, wieder 
eindeutig, daB bei 2 und 3% NaCl die Vermehrung optimal, aber nicht 
besser als ohne diesen Zusatz, bei 4 und 5% NaCl ein wenig gehemmt, bei 


6% schwach und bei 8% ganz gering ist. 
12* 
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Das friiher (1949, 8. 58) beobachtete Optimum bei auf die Halfte ver- 
diinntem Seewasser wurde also nicht bestitigt; aber die Versuchsan- 
stellung war nicht die gleiche, denn damals wurden Agarkulturen ver- 
wendet, diesmal solche in Flissigkeit. Das Ergebnis widerspricht nicht 
der Wahrnehmung, daB man ohne Seewasserzusatz allenfalls auf Agar 
etwas Vermehrung bekommt, besonders wenn seine Oberfliche etwas 
ausgetrocknet ist, nicht aber in Lésung. Allerdings fand Mrs. ARCHER, wie 
ihrem Brief zu entnehmen ist, auf Agarplatten mit der 1,3—2,5fachen 
Konzentration gegeniiber natiirlichem Seewasser die beste Vermehrung, 
was wir nicht erkliren k6nnen. 

Mrs. ArcuEers Versuche wurden mit demselben Gewachshausstamm 
angestellt, den sie uns dann zur Verfiigung gestellt hat, und den wir nicht 
verschieden von den iibrigen Stémmen fanden. Sie sprechen also nicht 
fiir eine Anpassung an héhere Konzentrationen bei diesem Stamm als 
bei den iibrigen, und man hatte eine solche wohl auch eher bei den mari- 
nen Stémmen erwartet. Mit einem Wort: wie schon morphologisch, so ist 
auch in der Gebundenheit an einen gewissen Bereich der Salzkonzen- 
tration zwischen den fiinf gepriiften Stammen kein Unterschied zu finden. 
Man muB also Porphyridium marinum Kylin 1937 als Synonym von 
P. cruentum (Agardh) Naegeli 1849 auffassen, wobei es nichts ausmacht, 
daB der altere, und damit zu Recht bestehende Name dem Organismus 
am sekundaren Standort gegeben worden ist, wahrend er am primiren, 
, natiirlichen‘’ Standort erst 88 Jahre spiter gefunden und neu benannt 
worden ist. 

Das Vorkommen von P. cruentum an natiirlichen Standorten und seine 
Widerstandsfahigkeit gegen hohe Salzkonzentrationen ist iibrigens schon 
langer bekannt. 


LrzBEetanz (1925) setzte Kulturen mit salzhaltigem Schlamm an, um Dunaliella 
anzureichern. Unter den ,,verunreinigenden Organismen“ aus polnischem Brack- 
wasser war unsere Rotalge. Verf. sagt: ,,Porphyridium cruentum ist bisher aus Brack- 
wasser nicht bekannt. Es iiberwucherte die niedrigprozentigen Kulturen oft voll- 
standig und vertrigt bis 12%. Die Alge ist positiv phototaktisch. Die rote Zellfar- 
bung ist keine standige; es finden sich alle Ubergangsfarben von Griin iiber Gelb und 
Braun bis zum Purpur“, Verainderungen in der Farbe der Chromatophoren nach 
gelb hat auch Grrrimr (1944, S. 305) bemerkt, wahrend wir (1949, S. 58) bei Nahr- 
stoffmangel Verfarbung nach Braun beobachteten. Verunreinigungen mit anderen 
Algen mégen aber bei Limpnranz auch eine Rolle gespielt haben. 


Versuche zur Aufkliirung des Niihrstoffbediirfnisses, fiir die die Stimme 
1 und 5 mit iibereinstimmendem Ergebnis verwendet wurden, zeigten das 
folgende: 

Zusitze von Fleischextrakt und Hefeextrakt sind nicht unbedingt 
notig, die Vitamine B, und B,, haben keinen Einflu&. Kiinstliches See- 
wasser mit geringen Zusitzen von Nitrat und Phosphat, sowie Spuren- 
elementen, erlaubt langsames aber befriedigendes Wachstum. Erd- 
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abkochung fordert aber auch dieser Lésung gegeniiber noch, so da mit 
einer voll synthetischen Losung bisher kein optimales Wachstum erzielt 
werden konnte. Der schon friiher verwendete ,,Porphyridium-Agar‘‘, der 
0,1% Difco-Trypton, 0,1°% Difco-Hefeextrakt, die iiblichen Nahrsalze, 
Erdabkochung und Seewasser enthilt, ist allen anderen Medien iiber- 
legen. Die Méglichkeit, da8 Urin an Mauern die Vermehrung geférdert 
haben kénnte, wurde durch Zusatz zum Nihrboden ausgeschlossen, da er 
schon in geringer Konzentration jedes Wachstum unterdriickte, Harn- 
stoff mu8 offenbar erst nach Umwandlung in Ammoniumcarbonat durch 
Nitrifikation in die geeignete Stickstoffquelle tibergehen. 


Zusammenfassung 


Porphyridium marinum ist mit P. cruentum identisch. Weder morpho- 
logische, noch physiologische Unterschiede lieBen sich finden. Die Alge 
kann ohne organische Verbindungen auskommen und bedarf keiner Vit- 
amine, wird aber durch Erddekokt und Hefeextrakt geférdert. 
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Nachtrag 


Neuerdings konnten wir eine Reinkultur von Porphyridiwm aeruginewm Geitler 
studieren, die uns von Herrn Professor R. C. Starr (Indiana University, Blooming- 
ton, Indiana, USA) iiberlassen worden ist, wotiir wir unsern herzlichsten Dank aus- 
sprechen. Morphologisch ist die Art dem P. cruentum sehr ahnlich; sie gedeiht aber 
ohne Zusatz von Seewasser besser als mit solchem, ist also vielleicht in der An- 
passung an das Leben fern vom Meer weiter fortgeschritten. | 

Eine Gleitbewegung konnten wir weder auf Agar, noch im mikroskopischen 
Praparat bemerken, obgleich in STaRRs die Sendung begleitendem Brief die 
Leichtigkeit der Isolierung dem Bewegungsvermogen zugeschrieben wird. In gut 
gedeihenden Flissigkeitskulturen ricken die Zellen, in Schleim eingebettet, aus- 
einander, auf Agar bilden sie dichte, kraftig blaugriine Kolonien, 
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Untersuchungen tiber die Symbiose von Tieren 
mit Pilzen und Bakterien 
VII. Uber die Physiologie der Symbiose bei einigen blutsaugenden Insekten 


Von 
F. BEWIG und W. SCHWARTZ* 


Mit 12 Textabbildungen 
(Eingegangen am 7. November 1955) 


Symbiosen mit Mikroorganismen sind unter den wirbellosen Tieren 
weit verbreitet. BUCHNER (1930, 1953) hat den Versuch gemacht, eine 
Beziehung zwischen dem Vorkommen von Symbiosen und der Er- 
nahrungs- und Lebensweise der Wirte herzustellen. Eine der von ihm 
aufgestellten Skologischen Gruppen ist die der blutsaugenden Insekten 
und Arachnoiden mit ausschlieBlicher Blutnahrung. 

BucHNER sah die physiologische Bedeutung der Symbiontent bei Bhuitsaugern 
zunachst in der Beteiligung am Aufschlu8 der Blutnahrung. Beobachtungen iiber 
den Abbau der Symbiose bei einigen Blutsaugern wahrend der Ontogenese ver- 
anlaBten ihn jedoch, hiervon abzugehen und, zunichst als Arbeitshypothese, in 
einem breiteren Rahmen die Lieferung von Vitaminen durch die Sy bei einseitiger 
oder unvollstindiger Ernihrung des Symbiontentragers zu diskutieren (1930). 
Dieser Ansicht schlossen sich fiir die Gruppe der Blutsauger, gestiitzt auf Ausfall- 
erscheinungen an symbiontenfreien Kleiderlausen, AscHNER u. Rims (1933) an. 
Hosson (1933) konnte nachweisen, da mit Mikroorganismen infiziertes Blut 
», Vitamin B“ enthalt und eine ,,adequate diet‘ fiir das Insektenwachstum darstellt. 
BRECHER u. WicGLEswortnH (1944) haben Rhodnius prolixus steril aufgezogen und 
Ausfallerscheinungen gesehen. Griay, Harr u. Kocnpr (1953) glauben mit 
mikrobiologischen Testmethoden den Nachweis erbracht zu haben, da der Sy von 
Triatoma infestans in der Reinkultur Folsiure in die Kulturfliissigkeit abscheidet; 
sie nehmen an, dai die vom Sy gebildete Folsiure im Haushalt des Wirtes — 
unentbehrlich ist. 

Verschiedene Wege stehen der experimentellen Symbioseforschung 
offen, um Einblick in die Beziehungen zwischen Wirt und Sy und das 
Zustandekommen der Symbiosen zu erhalten. Bei Sprengung der Sym- 
biose und symbiontenfreier Aufzucht und Haltung des Wirtes kénnen 
aus dem Fehlen oder Vorhandensein von Ausfallerscheinungen Schliisse 
gezogen werden. Aus den Leistungen der Sy in der Reinkultur lassen 
sich unter Umstiinden Anhaltspunkte fiir das Verhalten in der Symbiose 
und fiir die Bildung lebenswichtiger Ergainzungsstoffe im Sinne der 


' Im folgenden abgekiirzt mit Sy. 
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Bucunerschen Hypothese gewinnen. Wichtige Aufschliisse sind zu 
erwarten, wenn es gelingt, Ausfallerscheinungen beim Sy-freien Wirt 
durch Anderung der Ernahrung, Zufiihrung von Vitaminen usw. zu 
kompensieren. Weitere Méglichkeiten ergaben sich bei der Re-Infektion 
Sy-freier Wirte mit Sy-Reinkulturen oder mit Reinkulturen oder Ge- 
mischen anderer Mikroorganismen. 

Die weite Verbreitung systemischer oder intracellular lokalisierter 
,,Infektionen‘* mit Sy ist auch von immunbiologischen Gesichtspunkten 
aus ein bemerkenswertes Phiinomen. Es scheint, daB die immunbiolo- 
gischen Verhaltnisse fiir die Entstehung von Symbiosen Bedeutung 
haben kénnten; die immunbiologische Betrachtungsweise ist bisher 
vernachlassigt worden, wohl in erster Linie deswegen, weil es an aus- 
reichenden Unterlagen iiber die Immunbiologie der Wirbellosen fehlt 
- (vgl. Scuwarrz 1935, 1954). 

Als Objekte fiir unsere Untersuchungen haben wir Haematopinus suis, 
Glossina submorsitans sowie Rhodnius prolizus und Triatoma infestans 
benutzt, wobei wir unser Augenmerk vor allem auf die beiden letzteren 


Arten gerichtet haben. 

Die Reinkultur der Sy von Blutsaugern ist bisher nur bei Reduviiden gelungen, 
jedoch mit widersprechenden Ergebnissen. ERIKSON (1935) hat den Sy von Rhodnius 
prolixus \ultiviert und ihn auf Grund des Vorkommens von Verzweigungen als 
Actinomyces rhodnii beschrieben. 

WIGGLESWORTH (1936) sprach, ebenfalls bei Rh. prolvxus, von einem Organismus 
von diphtheroidem Charakter und schloB sich spiter zusammen mit BRECHER 
(BRECHER u. WIGGLESWworTH, 1944) der Ansicht von ERIKSON an. 

WaxksMAN u. Hewnrict (1948) haben den gleichen Organismus zur Gattung 
Nocardia (Nocardia rhodnii comb. nov.) gestellt. Nach WruRMAN (1946) ist der Sy 
von T'riatoma infestans ein gramnegatives, bewegliches Stabchen aus der Gattung 
Pseudomonas. WEURMAN glaubt, da8 ihm der Nachweis der Identitaét seiner Rein- 
kulturen mit dem Bewohner des Proventrikels durch den Agglutinationstest mit dem 
Serum immunisierter Kaninchen gelungen ist. Der von Gricy, Harr u. KocHEr 
(1953) aus Triatoma infestans isolierte Sy wird als ovoider Coccus beschrieben. Wir 
sind zu abweichenden Ergebnissen gekommen (Brwic u. ScHwArTz 1954). Auch in 
der Frage der Vitaminproduktion stimmen wir mit Griey, Hatrr u. Kocuer (1953) 
nicht iiberein (Brwie u. ScHwaARTZ 1955). 


I. Material und Methodik 
Haematopinus suis L. findet sich zu jeder Jahreszeit auf dem Hausschwein. Wir 
haben frisch vom Schwein abgesammeltes Material untersucht. Méglicherweise ist 
der Vitaminhaushalt des Wirtstieres bei dem Befall mit Lausen mitbestimmend?. 
Die kiinstliche Aufzucht scheint schwierig zu sein, da die Lause sehr beweglich sind 


und sich kaum auf andere Wirtstiere iibertragen lassen. 
Glossina submorsitans Newstead erhielten wir im Puppenstadium aus Tanga- 
njika®. Wenige Stunden nach dem Schliipfen im Brutschrank bei 28° C nahmen 


1 Nach miindlicher Mitteilung von Prof. Dr. WerzeL, Bayer-Werke, Wuppertal- 


Elberfeld. 
2 Fir die Ubersendung einer groBeren Anzahl von Puppen danken wir Herrn 


C. H. N. Jackson, Central Tsetse Research Laboratory, Tanganjika. 
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die Tiere eine Blutmahlzeit am Menschen an. Sie wurden in verschiedenen Zeit- 
abstiinden nach der Fiitterung untersucht. f 

Rhodnius prolixus Stal und T'riatoma infestans Klug gehéren zu den Ubertragern 
des Erregers der Chagas-Krankheit, T'rypanosoma cruzi. Wir erhielten unser 
Material aus Laboratoriumszuchten und aus Siidamerika!. Die Tiere standen im 
Brutschrank bei 26—28° C in mit Gaze verschlossenen Rohrchen oder Erlenmeyer- 
Kolben mit gefaltetem Filterpapier, in dessen Falten sie sich mit Vorliebe aufhielten. 
Die Fiitterung am Meerschweinchen ist umstandlich und zeitraubend. Wir gingen 
deshalb dazu iiber, trypanosomenfreie Wanzen am Menschen auf dem Handriicken 
zu fiittern. Bei 3 von 4 Personen zeigten sich 24 Std nach der Fiitterung Schwellun- 
gen und Verfarbungen an den Einstichstellen, die einige Wochen anhielten. Teil- 
weise kam es auch zu einer voriibergehenden schmerzhaften Schwellung benach- 
barter Lymphdriisen. Die vierte Person reagierte nur mit einer leichten Rétung an 
den Einstichstellen auf dem Handriicken. 

Aus den abgelegten Hiern schliipfen nach etwa 14 Tagen die Larven. Ungefahr 
5 Tage spiter nehmen die jungen Wanzen die erste Blutnahrung zu sich. Es erwies 
sich als zweckmaBig, nach dem Schliipfen bzw. nach jeder Hautung mit der Fiitte- 
rung einige Tage zu warten, um eine gewisse Sicherheit zu haben, daB alle Tiere zu 
gleicher Zeit saugen und somit eine gleichmaBige Aufzucht und Beurteilung der Tiere 
gewahriecistet ist. Zum Saugen wird eine je nach GréBe der Tiere verschiedene 
Anzahl von Wanzen in einen Erlenmeyer-Kolben von 100 oder 200 cm® gesetzt, 
der auf den Handriicken gestiilpt wird. Es ist nicht ratsam, zuviel Tiere gleich- 
zeitig saugen zu lassen, da sie sich sonst gegenseitig storen. Nach Gricy u. Kraus 
(1952) sind die Wanzen gegen Stérungen wahrend des Saugens am Meerschweinchen 
recht unempfindlich. Unsere Erfahrungen gehen dahin, da8 es wichtig ist, Stérungen 
nach Méglichkeit auszuschlieBen, weil Tiere, die keine volle Mahlzeit zu sich 
nehmen, nur in seltenen Fallen wieder ansaugen; die nachste Hiutung findet dann 
erst nach der Aufnahme einer weiteren vollen Mahlzeit statt. Hierdurch wird die 
Aufzucht erheblich verzégert. So ist es vielleicht zu erkliren, daB Gnuiay, HaLrr 
u. Kocumr (1953) mindestens 15 Blutmahlzeiten geben muBten, wahrend bei 
unseren Aufzuchten 6 Mahlzeiten zur vollen Entwicklung fiihrten. Etwa 14 Tage 
nach der Fiitterung findet die nachstfolgende Hautung statt. Unter diesen 
Bedingungen ergibt sich fiir die Entwicklung vom Ki bis zur Imago bei insgesamt 
6 Hiutungen eine Zeit von ungefihr 4 Monaten. Rhodnius prolixus und Triatoma 
infestans verhalten sich in der Aufzucht gleich. Unsere Beobachtungen erstrecken 
sich auf 20 Aufzuchten mit insgesamt etwa 500 Wanzen. 

Zur Kultivierung der Reduviiden-Sy gingen wir von Fleischbouillon (FB) und 
Fleichbouillon-Agar (FBAg) mit 1,59 Agar, 19% Wrrrn-Pepton und 0,5% Kochsalz 
aus, beide 1:1 mit Leitungswasser (Ltw) verdiinnt. Die Sterilisation erfolgte im 
Dampftopf an 3 aufeinanderfolgenden Tagen. 

Die Mikroaufnahmen wurden hergestellt mit dem Panphot? der Firma Leitz, 
Wetzlar, ausgeriistet mit dem Spezialkondensor nach Herve fiir Hellfeld, Phasen- 
kontrast und Dunkelfeld, unter Verwendung des Objektivs Apo. 0190:1, A 1,15 und 
des Periplan-Oculares 8x bei einem Balgenauszug von 31 cm, woraus sich eine 
tausendfache Vergr6Berung fiir simtliche Aufnahmen ergibt. Wir benutzten Per- 
chromo-Platten 18/10 DIN und Agfa Neutol-Entwickler. Fiir die mikroskopischen 
Untersuchungen stand ebenfalls der Panphot zur Verfiigung, jedoch wurde als 


1 Herrn Prof. Dr. Wrrzer, Bayer-Werke, Wuppertal-Elberfeld, und Herrn Prof. 
Dr. Weyer, Tropeninstitut Hamburg, danken wir fiir die Uberlassung von 
Reduviiden. 


* Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Uberlassung des 
Panphot. 
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Ocular das Periplan 12 benutzt, welches eine 1350fache GesamtvergréBerung 
zulaBt. Die Praparation der Tiere erfolgte unter dem binokularen Mikroskop (Fa. 
Leitz) mit den Objektiven 4 und 8 und dem Okular 18. 


Il. Cytologie, Reinkultur und systematische Stellung der Symbionten 
1. Haematopinus suis L 
a) Cytologie 

Die Sy der Schweinelaus sind in Mycetocyten lokalisiert, die, itber den 
ganzen Mitteldarm verstreut, durch bakterienfreie Darmepithelzellen 
voneinander getrennt sind (BUCHNER 1919, Stkora 1919). Der Vormagen 
bleibt bei den Haematopinus-Arten frei von Mycetocyten (RiEs 1931). Die 
Lagerung der Sy gestattet eine verhiltnismaBig leichte Priparation des 
infizierten Darmabschnittes. 

Durch einen Schnitt mit dem Skalpell werden Thorax und Abdomen vonein- 
ander getrennt. Um den Darm unbeschadigt aus dem Abdomen ziehen zu kénnen, 
wird ein zweiter Schnitt quer iiber das letzte Abdominalsegment gelegt. In den 
meisten Fallen tritt der mit Blut gefiillte Darm schon an der ersten Schnittstelle 
soweit hervor, da er sich bequem mit einer kleinen Pinzette fassen, herausziehen 
und zur mikroskopischen Betrachtung in einen Fliissigkeitstropfen auf den Objekt- 
trager iiberfiihren 14Bt. Durch einen leichten Druck auf das aufgelegte Deckglas 
werden je nach Starke des Druckes eine Anzahl Mycetocyten ge6dffnet und der 
Beobachtung zuganglich. Die Mehrzahl der Symbiontenzellen hangt auch auBerhalb 
des Gewebes noch so fest aneinander, daB sie durch leichtes Driicken des Deckglases 
nicht voneinander getrennt werden kann; die Untersuchung wird dadurch erschwert. 
Hat die Laus kurz vor der Praparation eine Blutmahlzeit genommen, wird der 
reichlich vorhandene Darminhalt durch leichtes Schwenken in einem Fliissigkeits- 
tropfen entfernt. Um Austrocknung und starke Strémung in den Quetschpraparaten 
zu mindern, wurden die Deckglischen mit einem Gemisch von Vaseline und Paraffin 
umrandet. 

Ein Freiwerden der Sy in den Nahrungsbrei (FLORENCE 1921) konnten 
wir ebensowenig wie Rims (1931) feststellen. Es handelt sich bei den 
Haematopinus-Arten um eine intracellulire Symbiose. Bei den weiblichen 
Lausen sind auch die Ovarialampullen stiindig besiedelt. 

Zu ihrer Praparation ist das binokulare Mikroskop erforderlich. Durch gleiche 
Schnittfiihrung wie oben la48t sich bei den weiblichen Lausen der Geschlechts- 
apparat nach hinten aus dem Abdomen driicken. In einem F liissigkeitstropfen 
werden die Eistiele von den Ovarialampullen getrennt; ein weiterer Schnitt wird 
zwischen Ovariole und Ovarialampulle gelegt. Letztere laBt sich auf diese Weise als 
kleines Gewebestiick in einen neuen Fliissigkeitstropfen tiberfiihren. Die etwas um- 
standliche Vorbereitung hat den Vorteil, daB fast nur symbiontenhaltiges Gewebe 
im Praparat erscheint. 

Das Ausstromen der Sy in einer Richtung bei Offnung der Myceto- 
cyten durch Druckeinwirkung, wie es auch FINK (1952) bei Pseudococcus 
citri beobachtet hat, erfolgt offenbar in der Richtung des geringsten 
Widerstandes. Anzeichen fiir das Vorhandensein einer besonderen, die 
Mycetocyten umgebenden Membran haben sich nicht ergeben. 
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Nach Untersuchungen von ResttHr (1938) an Zikaden und Schild- 
liusen liegt der osmotische Druck der Lymphe zwischen 7 und 10 Atm. 
Da es méglich ist, tierisches Gewebe in physiologischen Salzlésungen 
mehr oder weniger lange am Leben zu erhalten, lag der Gedanke nahe, 
daB solche Lésungen auch fiir die Sy geeignet sein wiirden. Ebensowenig 
wie fiir Zikaden-Sy (RestHR 1938) traf diese Vermutung fiir die Haema- 
topinus-Sy zu. In physiologischer Kochsalzlésung und in Ringer-Lésung? 
beginnen die Sy von Haematopinus suis infolge Osmose sofort zu quellen. 
Erst in 2,5°%iger NaCl-Lésung trat deutliche Plasmolyse auf, die nach 
etwa 30min zuriickging. Die osmotische Volumenzunahme in Ringer- 
Lésung setzte nicht so plétzlich ein, wie in reiner NaCl-Lésung. 

Weder in aq. dest. noch in Ltw traten die gleichen auffilligen Gestalt- 
verainderungen an den Sy auf. Bei genauer mikroskopischer Betrachtung 
zeigten jedoch alle Zellen feine Granulationen im Cytoplasma, die in 
annihernd isosmotischen Lésungen nicht zu sehen waren. Weitere Ver- 
suche bestitigten die Vermutung, daB die Zellen unter Einwirkung des 
hypotonischen Wassers plotzlich abgestorben waren, noch ehe es zu 
einer Reaktion des Protoplasten kommen konnte. 

Auch die Anwendung einer Elektrolyt-Anelektrolytlésung nach 
Restur (1938), die auf Zikaden-Sy abgestimmt war?, rief bei fast allen 
Symbiontenzellen eine langsam einsetzende Quellung hervor. In ab- 
gestuften Glucose-NaCl-Losungen ergab sich folgendes Bild: 


Glucose-% NaCl-% 
40 20 Sy durch starke Schrumpfung bis zur Unkenntlichkeit de- 
formiert. 
20 10 Sy so stark zusammengefallen, daB es nicht zur Plasmolyse 
kam. 
10 5 Sofort einsetzende starke Plasmolyse. 
5 2,5 Langsam eintretende deutliche Plasmolyse. 
2,5 1,25 | Nach kurzer Zeit einsetzende Quellung in Form von Blasen- 
bildung an jeweils verschiedenen Stellen der Symbionten- 
zellen. 


Hieraus ist zu ersehen, dai} zwischen den beiden letzten Werten die 
Lésung liegen mu, bei der die Veriinderungen an den Sy auf ein Mini- 
mum reduziert sind. Es ist zwecklos, die Werte weiter einzuengen, da 
eine derartige Losung zwar zur allgemeinen Kennzeichnung der osmo- 
tischen Verhaltnisse und als leicht herzustellende Praparierfliissigkeit, 
aber nicht als Medium fiir Kulturversuche geeignet ist. 

Die Grobe der lebenden Sy haben wir in FB+-4°%, Glucose gemessen. 
In diesem Medium zeigen die Sy die geringsten Veriinderungen (vgl. 


1 NaCl 0,8%, KCl 0,02%, CaCl, 0,02%, NaHCO, 0,1%. 
* aq. dest. 100 cm*, Glucose 6 g, Nordseewasser 5 cm’, 
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S. 182). Die Linge der Zellen schwankt erheblich zwischen 5 und 40 lu 
(meist etwa 10 uw). Die Breite liegt zwischen 1,5—2 (im Mittel 1,8 y). 
Die Infektionsstadien der Ovarialampullen unterscheiden sich von den 
Formen der Darmepithelzellen nur durch die geringere Breite; sie be- 
tragt etwa die Halfte. 

Bei schlauchformigen Symbiontenzellen kam es in hypotonischen 
Losungen niemals zum Anschwellen der ganzen Zelle, sondern nur zur 
Bildung von Blasen, waihrend 
sich bei kurzen Formen die 
gesamte Zelle zur Kugel um- 
formte. Die Blasenbildung 
(Abb. 1) setzte an einer belie- 
bigen Stelle des Zellschlauches 
ein, jedoch bildete jede Zelle 
nur eine Blase. Bei unvoll- 
standiger Teilung einer Zelle 
konnte das Vorhandensein von a . 
2 Blasen vorgetéuscht werden. Abb. 1. Sy von Haematopinus suis in FB. Lebend- 
Das Cytoplasma verteilt sich aufnahme, Phasenkontrast, nachvgr. (2000 fach) 
mehr oder weniger gleichmaBig 
tiber Blasen und Kugeln; dies 
wird besonders deutlich nach 
Lebendfarbung mit stark ver- 
diinnter Methylenblaulosung 
(1:10000), die das Plasma tief- 
blau farbt. Zur Plasmoptyse 
kam es nicht. Die Zellwand 
ist entweder sehr elastisch 
und dehnt sich bei Volumen- Abb. 2. Sy von Haematopinus suis in FB + 6% Glucose. 
vergroBerung der Zelle, oder es Lebendaufnahme, Phasenkontrast, nachvgr. (2000 fach) 
bildet sich sofort eine Fallungs- 
membran, wenn bei etwa eintretender lokaler Plasmoptyse das aus- 
tretende Cytoplasma mit dem Medium in Berithrung kommt. 

Die Anwendung von hypertonischen Lésungen hatte Plasmolyse zur 
Folge. Die Bilder waren ahnlich wie bei den schlauchformigen Zellen des 
symbiontischen Pilzes der Molguliden (SCHWARTZ 1939). Bei sehr stark 
hypertonischen Liésungen erfolgte vollige Deformierung ; in weniger 
konzentrierten Lésungen fielen die Zellen zusammen. Nach Eintritt der 
Plasmolyse wurde eine im Vergleich zu anderen Bakterien (Bacillus 
megaterium, Escherichia colv) diinne Zellwand sichtbar, von der sich der 
kontrahierte Protoplast abgehoben hatte (Abb. 2). 

Es fiel auf, da Quellung und Plasmolyse nicht bei allen Zellen, auf- 
traten. Die nichtreagierenden Zellen enthielten ein granuliertes Cyto- 
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plasma, wie wir es auch bei der Einwirkung von aq. dest. beobachtet 
haben; auch ein geringer Anteil der homogenen, lichtbrechenden Sym- 
biontenzellen zeigte keine Reaktion. Ahnliche Beobachtungen tiber das 
verschiedene physiologische Verhalten von Bakterienzellen gleicher 
Herkunft sind haufig gemacht worden (vgl. z. B. Knayst 1951). 

Die Vermutung, daB es sich bei den granulierten Zellen um abgestor- 
bene Sy handelt, konnte mit Hilfe der Methylenblaufarbung (JANKE 
1946) und der Farbung mit Acridinorange (1:10000)+ und anschlieBender 
Betrachtung im Fluorescenz-Mikroskop bestitigt werden. Abgestorbene 
Zellen farbten sich mit waBrigem Methylenblau (1:10000) starker als 
lebende. Mit Acridinorange gefirbte Sy (StruaecER 1949) riefen bei 
Anwendung eines Blaufilters im Fluorescenz-Mikroskop gelb-griine 
Fluorescenz hervor, wodurch sie von der gelb-roten Fluorescenz ab- 
gestorbener Zellen und Gewebereste deutlich abstachen. Wurde das 
Praparat nur fiir kurze Augenblicke auf einer Stelle belassen, zeigten die 
Zellen infolge der Einwirkung des kurzwelligen Lichtes nach etwa 1 min 
gelb-rote Fluorescenz und Granulation des Cytoplasmas. 

Wenn man Sy aus dem Darmepithel oder den Ovarialampullen 
prapariert und sie in einer osmotisch abgestimmten Elektrolyt-Anelektro- 
lyt-Losung aufschwemmt, so zeigt sich bei Behandlung mit Methylenblau 
und Acridinorange, daf es sich fast ausschlieBlich um lIebende Zellen 
handelt. Anhaltspunkte, die auf einen Abbau der Sy innerhalb der 
Mycetocyten hinweisen, waren nicht vorhanden. Im Verhalten gegeniiber 
Bromkresolpurpur, das Restur (1938) zur Unterscheidung lebender und 
toter Zellen benutzt hat, sahen wir bei den Sy von Haematopinus suis 
keine sicheren Differenzen. 

Zur Ubersichtsfarbung ist verdiinnte Carbolfuchsin-Losung brauchbar. 
Die Fiairbung nach RoMANowskI-GiIEMsa gibt an sich gute Bilder, 
jedoch wird das Auffinden der Bakterien durch die starke Anfirbung der 
Gewebereste erschwert?. Alle Sy zeigten eine wabige Struktur des Zell- 
plasmas. Der Nachweis von Nucleoiden mit Hilfe der Gremsa-Farbung 
nach vorheriger abgestufter Hydrolyse mit n HCl (Ropryow 1947) ist 
nicht gelungen®. Rres( 1931) hat bei Haematopinus suis in den nur kurze 
Zeit vorhandenen Infektionsstadien der Sy nach HrtpENHAIN fairbbare 
Grana gesehen, bei denen es sich um Nucleoide gehandelt haben kénnte. 
Moglicherweise sind Nucleoide nur in den jungen; noch vermehrungs- 
faihigen Infektionsstadien nachzuweisen, die im Gegensatz zu den lokali- 
sierten, intracelluliren Stadien eine gréBere Selbstiindigkeit zu besitzen 


' Die Methode verlangt Kritik und Vorsicht bei der Auswertung, wenn Fehl- 
deutungen vermieden werden sollen. 

* Verdiinnung: 1 Tropfen Gremsa-Stammlésung auf 1 cm* gepuffertes Wasser. 
Kinwirkungsdauer 2 Std nach Fixierung der Ausstriche mit Methylalkohol. 

8 Hydrolyse bei 60° C wihrend 1—8 min. 
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scheinen. Fiir eine stetige Vermehrung und Degeneration der Sy in den 
Mycetocyten ergaben sich aus den cytologischen Untersuchungen keine 
Anhaltspunkte. Das Verhalten der Sy bei der Gram-Farbung ist ein- 
deutig negativ. 

Das Vorhandensein einer Zellwand lie® sich mit der Zellwandfarbung 
nach BissEer (1950) bestatigen. Nach Fixieren im Bournschen Gemisch 
wurde mindestens 30 min mit einer frischen 5—10% igen Tanninlosung 
gebeizt und anschlieBend mit Kristallviolett (1: 10000) 0,5—1 min gefarbt. 
Als Kontrolle diente Bacillus megaterium auf dem gleichen Objekttrager. 
Bei Anwendung der Zrnui-NEELSEN-Farbung (5° ige H,SO,) erwiesen 
sich die Sy als nicht siurefest. 

Verglichen mit anderen Bakterien, lieBen sich die Sy nur schwer und 
viel schwacher anfarben. 


b) Kulturversuche 

Mit Riicksicht auf die hohe Empfindlichkeit der symbiontischen 
Zellen besteht von vornherein wenig Aussicht auf Erfolg, wenn nicht 
durch Vorversuche die osmotische Vertriglichkeit des Mediums ermittelt 
wird. Aus dem gleichen Grund erscheint es zweckmifig, von fliissigen 
Medien auszugehen. Da die symbiontische Wuchsform mehr oder weniger 
als eine Zwangsform anzusehen ist, die in der Kultur aufgegeben werden 
kann, ist eine sorgfaltige mikroskopische Kontrolle unerléBlich. Ein 
wesentlicher Faktor ist ferner die O,-Versorgung in der Kultur. Wahrend 
der Symbiose scheint, nach dem Vorhandensein zahlreicher Tracheen zu 
urteilen, im Darmgewebe ausreichend Sauerstoff in der Umgebung der 
Sy zur Verfiigung zu stehen. Stkora (1919) weist jedoch darauf hin, daB 
zum mindesten der Coelomsaft der Liuse nach dem Verhalten der 
anaeroben Recurrens-Spirochate O,-arm ist bzw. ein niedriges Redox- 
potential haben mu8. Die Reaktion in den Zellen des Darmepithels wird, 
wenn man von der Beschaffenheit der Coelomflissigkeit ausgeht (STKORA 
1919), die Phenolphthalein rétet, alkalisch sein. Gleiche Reaktion zeigt 
Haematopinus suis. Die Kérpertemperatur der Liuse kann mit etwa 
28—32° C angesetzt werden. 

Wir sind von Kulturen im hangenden Tropfen ausgegangen. Hierbei 
ist folgendes zu beachten: 

Um die Sy auch mit der Olimmersion beobachten zu kénnen, muften wir in 
dinner Schicht kultivieren. Unter sterilen Bedingungen wird ein Glasring von 
2.5 cm Durchmesser und 1 cm Héhe auf einen breiten Objekttrager mit einem 
Paraffin-Vaseline-Gemisch aufgesetzt. Die Praparation des Darmes erfolgt in der 
Kulturfliissigkeit. Ein Tropfen mit Teilen des Mycetocyten-fithrenden Darmepithels 
wird auf ein steriles Deckglas von 32 X32 mm Seitenlange und etwa 0,18 mm Dicke 
itbertragen und sofort mit einem kleineren runden, vorher sterilisierten Deckglas 
(g 18mm) unter leichtem Druck abgedeckt. Hierbei wird ein groBer Teil der 


Mycetocyten geéffnet, und die Sy treten in die Kulturlésung aus. Nunmehr wird 
das groBe Deckglas mit der Schichtseite nach unten auf die vorbereitete feuchte 
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Kammer aufgelegt und luftdicht angedriickt. In gleicher Weise wurden Kultur- 
versuche mit den Sy der Ovarialampullen angesetzt. Die Infektionsgefahr ist bei 
sorgfialtigem Arbeiten gering. Etwa auftretende Infektionen kann man bei der 
laufenden mikroskopischen Kontrolle leicht erkennen. 


Als Grundmedium benutzten wir FB. Bei einem Zusatz von 200 mg 
Glucose zu 5 cm? FB (py = 7,2) behielten die Sy ihre Gestalt und waren 
noch nach 4 Tagen homogen und stark lichtbrechend. Dieses Aussehen 
charakterisiert den normalen Zustand der Bakterien: 

5 cm? FB + 300 mg Glucose: Deutliche 
5 cm? FB + 250 mg Glucose: Leichte 
5 cm’ FB + 200 mg Glucose: Unverandert 


5 cm? FB + 150 mg Glucose: Leichte 
5 cm’ FB + 100 mg Glucose: Starke 


Hypertonie und Plasmolyse 


} Hypotonie und Quellung 


Eine Vermehrung trat jedoch nicht ein. Allmahlich nahm wiihrend einer 
Beobachtungsdauer bis zu 6 Tagen die Lichtbrechung ab, bis die Zellen 
schlieBlich kaum noch zu erkennen waren. Die Zellen aus den Ovarial- 
ampullen erwiesen sich geringen Schwankungen des osmotischen Druckes 
gegentiber als weniger anfallig, zeigten aber sonst das gleiche Verhalten. 


Alle Versuche, durch verschieden 
bemessene Zusitze von Amino- 
siuren, Vitaminen des B-Kom- 
plexes, Hefeextrakt und anderen 


a 10min nach der Priiparation 


ie. ae it 


b dieselbe Zelle 30 min spiiter e kiirzere Symbiontenzellen 30 min 
nach der Priiparation 
Abb. 3. Sy von Haematopinus suis in FB +- 50 Vol-% Amnionfliissigkeit. 
Lebendpriparat, Phasenkontrast, nachvgr. (2000 fach) 


organischen Verbindungen (Harnstoff, EiweiBabbauprodukte usw.) die 
Sy zur Vermehrung zu bringen, verliefen ergebnislos; ebenso erfolglos 
blieb die Verwendung von Schweineblut, Schweine- und Hammelserum 
sowie F'B verschiedener Konzentrationen, hergestellt aus Schweinefleisch. 
Bei Zusatz verschiedener Mengen der angefiihrten Substanzen wurden 
stets die osmotischen Verhiiltnisse beriicksichtigt. Der Zusatz von ultra- 
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filtriertem Serum und von Amnionfliissigkeit (bis zu 50 Vol-%), die sich 
zur Kultivierung schwer ziichtbarer Mikroorganismen eignen sollen!, 
rief Veranderungen der Sy hervor, wie wir sie sonst nicht beobachtet 
haben. Zunachst kann eine schwache, voritbergehende Plasmolyse ein- 
treten, der eine VergréBerung der ganzen Zelle durch Flissigkeitsauf- 
nahme folgt. Die Zellen nehmen innerhalb 1 Std Kugelgestalt an, 
platzen jedoch nicht (Abb. 3) und sterben im Verlauf der nachsten 
Stunden unter Abnahme der Lichtbrechung. Auch hier sind es vor allem 
die kiirzeren Symbiontenzellen, welche sich vollstindig zur Kugel um- 
formen, wahrend die langen Schlauchformen den gleichen ProzeB nicht 
zu Ende fiihrten. 


SER 


a Lebende Zelle b Abgestorbene Zelle 


Abb. 4. Sy von Haematopinus swis in FB + 50 Vol-% Amnionfltissigkeit. 
Lebendpriparat, Phasenkontrast, nachvgr. (2000fach) 


In vielen Fallen haben wir das Auftreten von Granulationen und die 
Abnahme der Lichtbrechung, vor allem bei Einwirkung von Amnion- 
fliissigkeit, beobachtet: Stark lichtbrechende, homogene Sy erfahren 
plotzlich unter Abnahme der Breite eine schockartige, geringe Langen- 
ausdehnung (Abb. 4). 

In Schweinefleisch-FB-Glucose-Medium haben wir die Reaktion 
zwischen px 6,8 und 8 in Intervallen von etwa 0,1 variiert?. Gemessen 
an der Lebensdauer der Zellen scheint der optimale Bereich zwischen 7,0 
und 7,5 zu liegen. Der Ubergang vom fliissigen zum halbfesten und 
festen Medium (Agar, Gelatine) wirkte stets ungitnstig auf die Lebens- 
dauer der Zellen; relativ am besten wurde Gelatine vertragen. Auch das 
Cello-Plattenverfahren nach Kanz (s. Fink 1952) unter Verwendung von 
Staphylococcus aureus als Amme, wie es FINK (1952) zur Kultur der Sy 
von Pseudococcus citri benutzte, ergab an den Impfstellen niemals 


Wachstum. 


1 Ultrafiltriertes Serum und Amnionfliissigkeit haben wir von den Laboratoires 


Renard, Clichi, Frankreich, bezogen. 
2 Messung mit dem Ionometer der Fa. Lautenschlager. 
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2. Glossina submorsitans Newstead 


Die Sy der Glossinen sind in einem eng umgrenzten Abschnitt des 
Mitteldarmepithels lokalisiert. Srun~mann (1907) fand die beiden 
Glossina-Arten fusca und tachinoides in Symbiose mit Mikroorganismen 
lebend. Rousaup (1919) und WiaeLeswortH (1929) haben Sy bei 
weiteren Glossina-Arten nachgewiesen. Die Unterbringung der Sy im 
vorderen Abschnitt des Mitteldarms laBt die gleiche Priipariermethode 
wie bei Haematopinus suis zu. Bei etwa 150 lebend untersuchten Glossinen 
fanden wir nirgends die Angabe STUHLMANNS (1907) bestiitigt, dal die 
Sy auch das Darmlumen besiedeln. WicGLESWoRTH (1929) hat vielleicht 
bei einem Individuum extracellulare Sy im Darmlumen gesehen. Gerade 
die Angabe Stun~MANNs (1907) hatte 
uns veranlaBt, die Glossinen einer Unter- 
suchung zu unterziehen, denn eine teil- 
weise extracellulire Lagerung der Sy im 
Darmlumen hatte eine, wie wir spater 
sehen werden, interessante Parallele zu 
den Reduviiden gezeigt. Morphologisch 
gleichen die gramnegativen Sy denen von 
Haematopinus suis. Das Verhalten der Sy 
gegentiber annahernd isosmotischen L6- 
sungen, die in der Konzentration unge- 


Abb. 5. Sy von Glossina submorsitans 
in FB + 2% Glucose. Lebendaufnahme, . 2 : 
Phasenkontrast, nachvgr. (2000fach)  faihr den bei Haematopinus suis benutzten 


Lésungen entsprachen, war nicht so ein- 
heitlich und scharf abzugrenzen, wie bei den Sy von Haematopinus suis. 
Tote Zellen unterschieden sich von lebenden auch hier durch das Auf- 


treten von Granulationen und durch eine Abnahme der Lichtbrechung. 
Die Veranderungen, die durch nicht-isotonische Lésungen hervorgerufen 
wurden, zeigten gegentiber Haematopinus suis einige bemerkenswerte 
Abweichungen. 


Unter dem KinfluB hypotonischer Lésungen kam es anscheinend zur 
Fliissigkeitsaufnahme zwischen Zellwand und Plasmahautschicht und 
schlieBlich zur Abhebung und Dehnung der Zellmembran, wiihrend der 
Protoplast unbeeinfluBt blieb und lediglich durch den Zug der gedehnten 
Zellwand schwach gekriimmt wurde (Abb. 5). 


Die theoretische Deutung eines derartigen Vorganges st6Bt allerdings 
auf Schwierigkeiten. Man kénnte eher an das Vorhandensein einer 
doppelten Membran und an eine Fliissigkeitsaufnahme zwischen die 
aiuBere, vielleicht vom Wirt stammende, semipermeable Membran und 
die unveranderte symbiontische Zelle denken; fiir das Vorhandensein 
einer besonderen, jede symbiontische Zelle umgebenden Hiille fanden 
sich jedoch bisher keine direkten Anzeichen. 
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Auf die Ausfithrung von Kulturversuchen haben wir verzichtet, da auf 
Grund des cytologischen Verhaltens der Glossina-Sy mit abnlichen 
Schwierigkeiten wie bei Haematopinus suis zu rechnen war. 


3. Rhodnius prolixus Stal und Triatoma infestans Klug 
a) Lokalisation und Oytologie 

WIGGLESWORTH (1936) hat nachgewiesen, daB bei Rhodnius prolixus die 
im vorderen Abschnitt des Mitteldarmes lokalisierten Sy nach jeder Blut- 
aufnahme durch Knospung der 
Epithelzellen in das Darm- 
lumen abgestoBen werden. Das 
Nebeneinander von intra- und 
extracellularem Auftreten eines 
Sy wurde bei anderen blutsau- 
genden Insekten bisher nicht 
beobachtet. Gleiches Verhalten 
zeigen Triatoma infestans und 
vermutlich auch andere noch 
nicht eingehend untersuchte 
Reduviiden. Die extracelluliren 
Stadien lassen sich regelmaBig 
im Darminhalt und Kot von 
Rhodnius prolixus und Tria- 
toma infestans nachweisen. 


Abb. 6. Sy von T'riatoma infestans aus einer Zelle 
des Darmepithels austretend. Lebendaufnahme, 
Phasenkontrast, (1000 fach) 


4 ’ 

Die Praparation des mit den : 
intracellularen Stadien infizierten 
Mitteldarmabschnittes erfolete un- 
ter dem binokularen Mikroskop. 
Nach Entfernung der Fliigelpaare 
wird zunaichst mit einer kleinen 
Praparierschere ein Schnitt rings 


» 4 és Ou * a" 
um den Rand des Abdomens ge- | woe 


legt. Nach Abheben der dorsalen 
Chitinhiille 14Bt sich der Darm in 
seiner ganzen Lange mit einer Pin- 


Abb. 7. Sy von Triatoma infestans — extracellulire 
Stadien aus dem Darmlumen. 
Darmpriparat (Gram-Fiirbung), nachvgr. (2000fach) 


zette herausziehen. Hin Nadelstich 
in die magenférmige Erweiterung des Darmes bewirkt die Entleerung des Mittel- 
darmes; das austretende Blut kann zur Herstellung von Praparaten und zu Kultur- 
ausstrichen verwendet werden. Danach wird der Darm in einen Tropfen Ltw tiber- 
fiihrt.Zwei Schnitte mit dem Skalpell trennen den symbiontenfiihrenden Teil vom 
Rest des Darmes. Noch vorhandenes Blut wird durch Spiilen in einem frischen Ltw- 
Tropfen entfernt. Auf diese Weise ist Gewahr dafiir gegeben, da’ nur symbionten- 
haltiges Gewebe mit intracellularen Stadien zur Untersuchung gelangt. 


Die Zellen des Darmepithels sind vollgestopft mit langen, verzweigten 
Schlauchen (Abb. 6). Im Darmlumen zerfallen die Nocardien in stibchen- 


bis kokkenférmige Bruchstiicke. Wahrend im Darm stabchenfcrmige, 
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auch verzweigte Bruchstiicke vorherrschen (Abb. 7), ttberwiegen im 
Kotpraparat kokkoide Formen (Abb. 8). 


Beim Nachweis der intra- und extracelluliren Stadien leistet die 
Gram-Firbung gute Dienste. Da die Nocardien grampositiv sind, 
eriibrigt sich eine Gegenfarbung mit Carbolfuchsin. Gewebe- und Kot- 
reste werden nicht angefarbt. 


Intra- und extracellulare Symbiontenstadien zeigen keine Unter- 
schiede im cytologischen Verhalten gegeniiber anderen Bakterien oder 
freilebenden Nocardien. 


b) Kulturversuche 


Am einfachsten gestaltet sich die Kultur der 
,_ Sy, wenn man vom Kot der beiden Wanzenarten 
ausgeht. Die Wanzen werden wahrend 15 min 
in einer offenen, sterilen Petrischale mit UV 
bestrahlt, auf dem sorgfaltig gereinigten Hand- 
riicken gefiittert und anschlieBend in eine neue, 
Ae x dv san Vrupoma teledans oe sterile Petrischale gesetzt. Nach einer vollen 
kokkoide Formen aus einem Kot-  Blutmahlzeit findet bei allen Entwicklungs- 
Ausstrich. Kotpriiparat. stadien regelmaBig eine Kotabsonderung statt. 
(Gram-Firbung), nachvgr. (2000fach) Mit’ einer ausgegliihten Impfnadel werden die 
Kottropfen in eine Petrischale mit FBAg iiber- 
tragen und ausgestrichen. Der verbleibende Kotrest wird in sterilem Ltw auf- 
geschwemmt und zur Herstellung eines Praparates verwendet. Zur Isolierung 
der Sy aus dem Darminhalt werden die Tiere nach UV-Bestrahlung prapariert. 

Kontrollen, die zur Uberpriifung auf Sterilitat der K6érperoberfliche durchge- 
fiihrt wurden, indem die Wanzen iiber FBAg gestrichen oder in sterilem Ltw 10 min 
geschiittelt und hiervon Aussaaten in verschiedenen Konzentrationen gemacht 
wurden, blieben steril. 

Nach einem Schnitt quer ber das letzte Abdominalsegment laBt sich der mit 
Blut gefiillte Darm aus dem Abdomen herausdriicken. Mit einer Pinzette halt man 
die Wanze iiber die FBAg-Platte und éffnet den Darm, so daf ein angedauter Blut- 
tropfen auf die Platte tropft und ausgestrichen werden kann. Ein zweiter Tropfen 
wird mit der Ose entnommen und nach Herstellung eines gefarbten Praparates unter 
dem Mikroskop untersucht. 


Bei 30°C zeigten sich auf zahlreichen FBAg-Platten schon nach 
12 Std kleine, blaulich schimmernde Kolonien. Nach 36 Std wurde das 
Wachstum dichter, und es traten zu den eben beschriebenen, schwach 
wachsenden Kolonien kleine, grauweife hinzu, die bei langerer Auf- 
bewahrung der Platten im Brutschrank die zuerst erschienenen voll- 
stiindig iiberwucherten. Uberall dort, wo reichlich Blut den FBAg 
bedeckte, fehlte das Wachstum. Auf diese Erscheinung werden wir 
spaiter zuriickkommen. Mikroskopische Priiparate aus den Kulturen 
enthielten stets nur Kokkenformen. Erst bei Kultur von Zellen aus den 
allmahlich iiberwuchernden grauweiBen Kolonien im  hangenden 
Tropfen unter fortlaufender Beobachtung (28° C) zeigten sich die fiir 
Nocardia typischen verzweigten Zellen. 
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Kine Uberpriifung der in groBer Zahl isolierten Stimme auf Reinheit 
mit Hilfe des Kocouschen Plattenverfahrens unter Einschaltung von 
Verdiinnungsstufen bestiitigte den Verdacht auf die Gegenwart von 
2 Mikroorganismen im Darm der Wanzen, der sich bei der Betrachtung 
der Kolonien eingestellt hatte. Aus beiden Wanzenarten lieB sich in etwa 
50% der Falle ein echter Coccus von den Nocardien abtrennen, den man 
in den Originalkulturen nur an der Farbe der Kolonien und dem schneller 
einsetzenden Wachstum, nicht jedoch an der Gestalt und GréBe der 
Zellen von den kokkoiden No- 
cardiabruchstiicken unterschei- 
denkann. Auchim Gramverhalten ae 


besteht kein Unterschied. DaB ee % : 


es sich nur um einen Begleit- 


organismus handeln kann, lat 10 
sich schon aus dem _ unregel- 
maBigen Auftreten  schlieBen. Abb. 9. Begleitender Coccus aus einem 


Eb ehvieri I toh Kotausstrich einer ,,sterilen‘‘ Wanze, die mit dem 
enso schwierig gesta. tet sic Begleitorganismus infiziert wurde. Kotpriaparat, 


die Unterscheidung der beiden (Gram-Farbung), nachvgr. (2000fach) 
Mikroorganismen in Kot- und 

Darmausstrichen (Abb. 9). Eine endgiiltige Aussage dartiber, ob ein 
Wirtsindividuum nur den Sy oder beide Mikroorganismen enthalt, 
kann nur an Hand von Kulturen gemacht werden. 


Morphologisch und physiologisch lassen sich die Sy der beiden 
Wanzenarten ebensowenig voneinander unterscheiden wie die begleiten- 
den Kokken (Tab. 1). 

Auch im Verhalten gegeniiber Kohlenhydraten und anderen C-Ver- 
bindungen sind zwar Unterschiede zwischen Nocardien und Kokken 
vorhanden, jedoch nicht zwischen entsprechenden Stammen, die aus 
Rhodnius oder Triatoma isoliert waren (Tab. 2). 


Die Priifung der Nocardien und der begleitenden Kokken auf 
Saure- und Gasbildung aus verschiedenen C-Quellen erfolgte in einem 
Gemisch von 4,5 cm? sterilem FBAg und 0,5 cm® einer sterilen 
10% igen Testlésung mit Bromkresolpurpur als Indicator bei px = 7,2. 
Nach dem Erkalten der schrag gelegten Rodhrchen beimpften wir 


diese durch Stich und Ausstrich mit den entsprechenden Mikro- 
organismen. 

Um zu priifen, ob die symbiontischen Nocardien an der Blutverdauung 
beteiligt sind, haben wir Versuche mit Blutnéhrbdden ausgefiihrt. 
Hamolyse war nicht vorhanden. Wahrend das Wachstum auf FBAg- 
Platten mit Zusitzen von Blut, Serum oder Erythrocyten des Menschen 
in verschiedenen Konzentrationen keine nennenswerten Unterschiede 
gegeniiber FBAg-Platten ohne Zusitze zeigte, war das Wachstum auf 
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Tabelle 1. Verhalten der symbiontischen Nocardien und der begleitenden Kokken aus 
Rhodnius prolixus und Triatoma infestans in verschiedenen Medien 


Medium 


Symbiontische Nocardien 


Begleitende Kokken 


FBAg- Platte 


Kartoffel: 
scheiben 


FB-Gelatine 


Natriumcitrat- 
Medium! 


Natriumacetat- 
Medium! 

FB mit 3,5% 
NaCl 

Nitrat- 
Reduktion 


Indol in Trypto- 
phan- Bouillon 


Lackmusmilch 


Saurefestigkeit 
(ZrpnL-NBEL- 
sEN-Farbung, 
Differenzierung 
mit 5% iger 


H,SO,) 
Gramverhalten 
Hamolyse 


Wachstum bei 
45° C 


Oberflachenhaut; Triibung: 
mittel; Bodensatz: reichl., nach 
Schiitteln dicht bis grobflockig ; 
Geruch: hefeartig; @ der Kok- 
kenformen: 0,6 ju 


Oberflachenkolonie: kreisfér- 
mig, wellig, konvex, butter-| 
artig, weiB, Verfarbung feh- 
lend; Tiefenkolonie: unregel- 
maBbig 


Wachstum mittelstark, 
Farbe: rosa bis grau-weib 


Nicht verfliissigt, 
Wachstum: schwach 

kein Wachstum 

kein Wachstum 
Wachstum mittelstark 
nach 7 Tagen NO, positiv 


negativ 


unverandert 


negativ 


positiv 
negativ 


negativ 


Oberflachenhaut fehlend; Trii- 


bung: stark; Bodensatz: maBig, 
nach Schiitteln feinflockig, fa- 
denziehend; @ 0,8 1 


Oberflachenkolonie: _ kreisfér- 
mig, ganzrandig, flach, butter- 
artig, blaulich schimmernd, 
Verfarbung fehlend; Tiefen- 
kolonie: linsenférmig, wei 


Schwaches Wachstum, 
Farbe: weiB 


Verfliissigung nach einem Tag 
trichterférmig einsetzend, nach 
10 Tagen beendet 


kein Wachstum 

kein Wachstum 
Wachstum mittelstark 
negativ 

negativ 


nach einem Tag Entfairbung, 
dann Sauregerinnung, py 5—6; 
nach 10 Tagen beginnt Pepto- 
nisierung 


negativ 


positiv 
negativ 


mittel 


Faq. dest. 1000 cm’, NaNH,HPO, 1,5 g, KH,PO, 1,0 g, MgSO, 0,2 g, Mono- 
natrium-Citrat oder Natrium-Acetat 3 g. 
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Tabelle 1 (Fortsetzung) 


Medium Symbiontische Nocardien Begleitende Kokken 
i 
Wachstum bei negativ schwach 
10° C 
Ammoniakbil- negativ 
dung in FB mit 


4% Pepton 


Wachstum auf 
0,1%igem Me- nicht gepriift schwach 
thylenblau- 
FBAg 


Wachstum in FB mittel 
(px 9,6) 


FBAg-Schiittel- | aerob fakultativ anaerob 
kultur 


Tabelle 2. Verhalten der symbiontischen Nocardien und des begleitenden Coccus auf 
F BAg + 1% verschiedener C-Verbindungen! 
Zeichenerklarung: — keine Saure- und Gasbildung. + Séure- und Gasbildung. 
(+) schwache Saure- und Gasbildung 


Ni di Begleitender Coccus 
FBAg + 1% O-Quelle - ocardien ; ; glei ecu 
Sdureb. Gasb. Saureb. Gasb. 


| 


XSVIOSOR Hapiohe aes ot | — =a | ( 
1(+)-Arabinose. . . . = = 
Glucose ae ard are. as = 
Galaktoses a) a0) 48 a. a — 
IPAVIULLOSG latent tts cee — === 
NLACKOSEM Aes Blak eo. = — 
WMaltos@keo a 2) soa. — — = 
SaeECharose sw. . « - —- =e 
TD Yona Bethe eat — = 
hkCmee 2 lane fc) — — 
eriilinme se gre ea ei ve les — = 
Edhyeerehey GG Go tan eo = = 
Mannibn sen eon / — —— 


1 Als Kontrolle diente FBAg ohne Zusatze. 


— 


b++t+$H4 
hotel 


— 


++$444 
Nl 


—— 


Ltw-Ag+0,85% NaCl+20% Blutzusatz und auf Actinomyceten-Ag 
nach CzaPEK! mit und ohne Blutzusatz sehr schwach. 

Ebensowenig wurde das Wachstum des begleitenden Kokkus durch 
Blutzusatze geférdert. Eine ausgesprochene Hemmung des Symbionten- 
wachstums durch Blut, wie es in den Originalkulturen auftrat, haben 
wir in den Subkulturen weder mit frisch aus der Vene entnommenen, 
noch mit angedautem Blut aus dem Darm der Tiere gesehen. 

1 aq. dest. 1000 cm’, Agar 15 g, MgSO,°7H,0 0,5 g, KCl 0,5 g, K,HPO, 1,0 g, 
FeSO, 0,01 g, NaNO, 2 g, Saccharose 30 g. 
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Ein weiterer Beweis fiir die Identitaét der Nocardien aus Rhodnius 
prolixus und T'riatoma infestans scheint die weitgehende Uberein- 
stimmung der Absorptionsspektren im Infrarot! zu sein (Abb. 10), die 
als empfindliches Kriterium zur Pritfung von Bakterienstammen auf 
Identitiit oder Verschiedenheit herangezogen worden sind? 


2000 __7600 7400 1600 1200 1000 


4 a y 75 


4000 3000 


a Sy aus Rhodnius prolixus 
Abb. 10. Absorptionsspektren der symbiontischen Nocardien und der begleitenden Streptokokken (Str.) 
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b Sy aus Triatoma infestans 


Wir haben insgesamt etwa je 100 Tiere beider Wanzenarten untersucht 
und fanden stets den gleichen Sy. Bis auf die Gelatineverfliissigung 
stimmen die physiologischen Merkmale unserer Symbiontenkulturen, so- 
weit wir sie gepriift haben, mit den Angaben in Brer@nys Manual (BREED, 
Murray u. HrrcHENs 1948) tiberein. Fiir eine Zugehorigkeit des T'riatoma- 
Sy zur Pseudomonas-Gruppe, wie sie WEURMAN (1946) vertrat, haben sich 
ebensowenig Anhaltspunkte gefunden wie fiir eine Verwandtschaft mit 
Streptococcus viridans oder mit Ynterokokken (GEIGY, HALEF u. KocHEr 
1953). Aus Mangel an Untersuchungsmaterial war es bisher leider nicht 
moglich, die Sy anderer Reduviiden-Arten vergleichend zu untersuchen. 


1 Dank dem freundlichen Entgegenkommen von Herrn Prof. Dr. R. KuHn war 
es moglich, die Stémme im Max-Planck-Institut fiir Medizinische Forschung in 
Heidelberg zu priifen. Die Spektren wurden von Herrn Dr. W. Orrina aufge- 
nommen. 


* Auch die Infrarotspektren des begleitenden Streptococcus sind in beiden Fallen 
identisch. 
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Unter Verwendung der Tabellen von SkERMAN (1949) in Verbindung 
mit Brrcrys Manual (1948) haben wir den Begleitorganismus zu Strepto- 
coccus liquefaciens Sternberg emend. Orla-Jensen gestellt, mit dem er, 
von einigen physiologischen Merkmalen abgesehen, iibereinstimmt. 

AuBer Nocardia rhodnii und Streptococcus liquefaciens haben wir keine 
anderen Mikroorganismen im Darm der beiden Wanzenarten gefunden. 
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e Str. aus Rhodnius prolixus 
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d Str. aus Triatoma infestans 


Dagegen ist eine AuBenflora von Pilzen und Bakterien vorhanden. Von 
der Korperoberflache der siidamerikanischen Wanzen haben wir z. B. 
einen groBen Kokkus und einen Sporenbildner isoliert. 


IL. Bedeutung der Reduviiden-Symbiose 


Die verhiltnismafig leichte Aufzucht der Raubwanzen, die Méglich- 
keit, die Symbiose auf einfache Weise zu trennen und den Wirt sym- 
biontenfrei zu halten und schlieBlich die Kultivierbarkeit der Sy lassen 
die Reduviiden unter den Blutsaugern als besonders geeignet fiir Unter- 
suchungen iiber die Bedeutung der Symbiose erscheinen. 


1. Ausfallerscheinungen 
bei der Aufzucht symbiontenfreier Wanzen 
Wenn die Sy fiir ihren Wirt im Lauf der phylogenetischen Entwicklung 
unentbehrlich geworden sind, so muB es gelingen, bei symbiontenireier 
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Aufzucht Ausfallerscheinungen beim Wirt nachzuweisen und sie durch 
Verabreichung der Sy zu ,,heilen*. 

Bei den blutsaugenden Insekten ist es bisher, auBer bei Reduviiden, erst in einem 
Falle gelungen, die beiden Partner zu trennen. ASCHNER u. Ries (1933) konnten 
durch einen verhaltnismaBig unbedeutenden operativen Eingriff das Mycetom 
(Magenscheibe) bei Pediculus vestimenti exstirpieren. Die auf diese Weise von den 
Sy befreiten Lause waren nach einigen Tagen nicht mehr in der Lage zu saugen und 
starben wenig spiter, waihrend kiinstlich gefiitterte, symbiontenfreie Weibchen 
verminderte Eiproduktion zeigten. Von den abgelegten Kiern kam nicht eines zum 
Schliipfen. Ahnliche Erscheinungen traten bei symbiontenhaltigen Liusen nach 
langeren Hungerperioden auf. 

Nach WIGGLESWORTH (1936) 
und BrECHER u. WIGGLES- 
wortH (1944) infizieren sich 
die geschlipften Larven von 
t | Rhodnius prolixus an der mit 

6 Sy beschmierten Eischale bzw. 

Tom. am fliissigen Kot der alten 

Abb. 11. Mit Sy infizierte und symbiontenfreie Tiere Tiere. Eine direkte Weiter- 

gleichen Alters von Triatoma infestans (links) und gabe der Sy an die Eizellen 
Rhodnius prolixus (rechts) 

im miitterlichen Organismus 
findet nicht statt. Wenn man die AuBenseite der Kier desinfiziert und die 
geschliipften Wanzen aseptisch halt oder zum mindesten einen Kontakt 
mit den Darmausscheidungen symbiontenhaltiger Tiere verhindert, so 
gelingt es, die Symbiose zu unterbrechen. Fiir die Desinfektion der Ei- 
schale kann man z. B. 70% igen Athylalkohol 10 min einwirken lassen. 
Die Kier wurden nach auBerlicher Desinfektion zu je 10 in sterilen 
Rohrchen mit Filtrierpapierstreifen und losen Wattestopfen unterge- 
bracht; die Aufzucht erfolgte in derselben Weise wie bei infizierten 
Tieren. Es hat sich gezeigt, daB eine Desinfektion des Handriickens vor 
dem Ansetzen der Wanzen durch mehrfaches Abseifen und Abreiben mit 
70°, igem Athylalkohol geniigt, um eine spontane Infektion mit Mikro- 
organismen zu verhindern. In dieser Weise wurden je 5 Aufzuchten zu 
10 Wanzen bei Rhodnius und T'riatoma durchgefiihrt. Bis zur zweiten 
Hautung war im Vergleich zu normalen Tieren meist kein Unterschied 
zu bemerken. Erst nach der Blutaufnahme im dritten Larvenstadium 
setzte eine deutliche Entwicklungshemmung bei den symbiontenfreien 
Tieren ein. Wahrend sich symbiontenhaltige Wanzen etwa 14 Tage nach 
einer vollen Blutmahlzeit hauten, waren nur wenige symbiontenfreie 
Individuen nach wiederholter Fiitterung in einem Zeitraum von 3 Mo- 
naten in der Lage, die dritte Hiiutung zu vollziehen. In dieser Zeit 
hatten sich die infizierten Tiere bereits zur Imago entwickelt (Abb. 11). 

Die Mehrzahl der symbiontenfreien Wanzen verharrt also auf dem 
dritten Larvenstadium. Neben der Entwicklungshemmung zeigte sich 
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eine Stérung der Blutverdauung, soweit die Tiere uberhaupt noch zur 
weiteren Blutaufnahme bereit waren. Zwei Monate nach der Mahlzeit war 
der Darm noch immer mit Blut gefiillt. Die reichliche Kotabsonderung 
normaler Tiere nach jeder vollen Blutmahlzeit unterblieb bei den sym- 
biontenfreien Wanzen des dritten Larvenstadiums trotz wiederholter 
Blutaufnahme fast véllig. Auch bei Aufzucht normaler Tiere stirbt ein 
Teil ab; Guiey, Hatrr u. Kocumr (1953) haben fiir Triatoma infestans 
darauf hingewiesen. Dies scheint auf einem Ausbleiben der Infektion zu 
beruhen, die nur dann sicher gewihrleistet ist, wenn die geschliipften 
Larven im gleichen ZuchtgefiB mit alteren Tieren gehalten werden und 
sich am Kot infizieren kénnen. Die Beschmierung der Eischalen scheint 
keine sichere Gewahr fiir die Infektion zu bieten. Infizierte Wanzen unter- 
scheiden sich schon au erlich durch ihre rot-braune Chitinfirbung von 
den sterilen. Um die symbiontenfreien Tiere auf ihre Sterilitat zu priifen, 
wurden von Zeit zu Zeit Kotausstriche untersucht. Bei einem Teil der 
Tiere haben wir den kritischen Abschnitt des vorderen Mitteldarmes 

-mikroskopisch auf intracellulére Stadien gepriift, aber niemals konnte 
eine Infektion nachgewiesen werden. Das Auftreten der von BRECHER u. 
WIGGLESwortH (1944) sowie Gricy, Hatrr u. Kocuer (1953) beob- 
achteten Ausfallerscheinungen an Rhodnius prolixus und T'riatoma in- 
festans konnen wir demnach durch unsere Versuche bestatigen. 


2. Infektion symbiontenfrerer Wanzen mit Reinkulturen 
a} Infektion mit symbiontischen Nocardien 


Bei den Ausfallerscheinungen handelt es sich in erster Linie um eine 
Entwicklungshemmung, verbunden mit St6rungen bei der Hautung, und 
um eine Stérung der Blutverdauung die jedoch kaum als direkte Wirkung 
des Sy-Verlustes angesehen werden kann. BRECHER u. WIGGLESWORTH 
(1944) haben durch eine Infektion von sterilen Rhodnius prolixus mit 
Kultur-Sy eine normale Weiterentwicklung erreicht. Wir haben das 
gleiche Verhalten ebenfalls bei Rhodnius prolixus und bei T'riatoma in- 
festans beobachtet. MiBbildungen, wie sie bei der Hiutung auftreten 
kénnen und sich z. B. in einer Verkriimmung des Prothorax auBern, 
lassen sich durch eine Infektion der Wanzen mit Sy nicht beheben. Hinzu 
kommt, daB diese Tiere nicht mehr in der Lage sind, Nahrung aufzu- 
nehmen. 

Wir haben die Sy in der Weise zugefiihrt, daB wir eine dichte Sy- 
Suspension in Ltw oder FB aus Reinkulturen dem sterilen Handriicken 
aufgestrichen haben und sie vor dem Ansetzen der Tiere antrocknen 
lieBen. Von 10 Rhodnius prolixus, die auf dem dritten Larvenstadium 
stehen geblieben waren und seit 6 Wochen keine Nahrung aufgenommen 
hatten, saugten 8 Stiick und standen nach etwa 10 Tagen vor der niich- 
sten Hautung, die etwa 14 Tage nach der Fiitterung erfolgte. Der 
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mikroskopische Befund der Kotpraparate war in allen Fallen positiv. Die 
Kotausstriche auf FBAg ergaben nach 2 Tagen gutes Wachstum. Dab 
die Sy sich auch intracellular im vorderen Mitteldarm angesiedelt hatten, 
war an Lebendpraparaten unter dem Phasenkontrastmikroskop zu er- 
kennen. Von normalen, gleichalten Wanzen unterschieden sich die in- 
fizierten Tiere nur durch das verschiedene Larvenstadium. Zur Kontrolle 
auf der anderen Hand ohne Zusatz von Sy gefiitterte Wanzen des gleichen 
Stadiums zeigten keine Verainderungen. 

Wenn die Sy von Rhodnius prolixus und Triatoma infestans derselben 
Art angehoren, so miiBte auch der Austausch der Sy untereinander mog- 
lich sein. Es gelang mit der soeben beschriebenen Methode ohne weiteres, 
die Sy der beiden Wanzenarten miteinander auszutauschen und Ausfall- 
erscheinungen wie mit den eigenen Sy zu beseitigen. 


b) Infektion mit dem begleitenden Streptococcus 


Das Vorkommen des begleitenden Streptococcus bei beiden Wanzen- 
arten war insofern bemerkenswert, als der Darminhalt der Wanzen sonst 
keimfrei ist. Das Vorhandensein einer besonderen Bedeutung fiir den 
Wirt ist wenig wahrscheinlich, da nicht jedes Tier Streptokokken enthalt. 
Die Infektion gelang mit Tieren des ersten und zweiten Larvenstadiums 
ohne Schwierigkeiten sowohl bei Tieren, die bereits mit Nocardia infiziert 
waren, wie bei sterilen Tieren unter Verwendung von Reinkulturen und 
von einem Gemisch von Streptococcus und Nocardia. Der Nachweis er- 
folgte durch Kultur bei gleichzeitiger Anwesenheit beider Mikroorganis- 
men, sonst im Gram-Praparat. Die Ausfallerscheinungen wurden durch 
Streptococcus liquefaciens nicht gebessert; die fiir Nocardia rhodnii typi- 
sche intracellulare Lokalisation im vorderen Mitteldarm fehlte. Bei den 
nur mit Kokken infizierten Wanzen fiel eine geringe Erhéhung der Sterb- 
lichkeit auf. 


c) Infektion mit anderen Mikroorganismen 

Im allgemeinen ist der Darm bei wirbeltierblutsaugenden Insekten und 
Arachnoiden keimfrei, abgesehen von extracellulir vorkommenden Sy 
und ihrem Begleiter (Reduwviiden) und von parasitiren, pathogenen Mikro- 
organismen (Flagellaten, Rickettsien), die gelegentlich mit dem Blut auf- 
genommen werden, und fiir die der Blutsauger Ubertriiger oder Zwischen- 
wirt ist. Wenn nur Blut, jedoch kein Wasser aufgenommen wird, so be- 
steht eine Moglichkeit fiir die natiirliche Infektion des Darmrohres beim 
Saugakt oder durch Einwanderung iiber die Analéffnung. 

Da das Verhalten gegeniiber fremden Mikroorganismen von erheb- 
lichem Interesse fiir die Frage nach der Entstehung der Symbiose ist, 
haben wir Infektionsversuche mit Actinomyceten, Eubakterien und Pilzen 
an symbiontenfreien und symbiontenhaltigen Wanzen ausgefiihrt. 
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Es war naheliegend, von nichtsymbiontischen Nocardia-Arten auszu- 
gehen. Wir infizierten je 10 symbiontenfreie Wanzen beider Arten mit 
Nocardia rubra, flava, citrea und einer aus Seesand isolierten Art?. 
Wenige Tage nach dem Saugen lieBen sich Nocardia-Zellen siimtlicher 
Arten mit der Gram-Fiarbung im Darmausstrich nachweisen, desgleichen 
durch Kultur auf FBAg, auf dem sie sich durch die Beschaffenheit der 
Kolonien unterscheiden. Das Darmepithel wurde an den Stellen infiziert, 
an denen sonst der Sy lokalisiert ist. 

Normale Weiterentwicklung setzte ein nach Infektion mit den Stim- 
men Nocardia rubra und ,,beach sand‘. Bei den iibrigen Nocardien liefen 
die Versuche bei AbschluB der Arbeit noch. 

Die Infektion mit Streptomyces-Arten bereitete Schwierigkeiten, da 
die Wanzen, vielleicht wegen des starken Geruches der Streptomyces- 
Kulturen, nur schwer zum Saugen zu bringen waren. Wir benutzten aus 
spater zu erwahnenden Griinden Streptomyces olivaceus und griseus. Beide 
haben wir bis jetzt im Kot und Darm nicht nachweisen kénnen. Die 
Larven zeigten das Verhalten symbiontenfreier Tiere. 

Bei 10 Wanzen des zweiten Larvenstadiums, die mit Mycobacterium 
phlei infiziert wurden, war der mikroskopische Befund nach der Blut- 
aufnahme der zweiten Hautung positiv. Das grampositive, in alteren 
Kulturen von Nocardia-Bruchstiicken kaum zu unterscheidende M yco- 
bactervum fand sich in Kotpraparaten. Die Entwicklung der Tiere scheint 
normal zu verlaufen. Eine Infektion mit zwei saprophytischen, aus dem 
Darminhalt toter Wanzen isolierter Mikroorganismen, einem Sporen- 
bildner und einem Kokkus, ist nicht gelungen. Von zwei von der Ober- 
flache der Wanzen stammenden Bakterien, einem groBzelligen Kokkus 

-und einem Sporenbildner, haftete nur der Kokkus. Ein Enterococcus- 
Stamm unbekannter Artzugehérigkeit war ebenfalls zur Infektion ge- 
eignet. Eigenartig war das Verhalten gegeniiber einem Torula-Stamm. 
Von 10 infizierten Wanzen des zweiten Larvenstadiums vollzogen nur 3 
die nachste Hautung normal und waren zur Blutaufnahme fahig. Alle 
anderen blieben in der Hiutung stecken. Der Ausfall durch Hautungs- 
stérungen trat friiher und starker auf als bei symbiontenfreien Aufzuchten. 


3. Vitaminproduktion der Sy und Reaktion symbiontenfreier 
Wanzen auf die Zuftihrung von Wuchsstoffen 
a) Vitaminproduktion der Sy 
Durch das Auftreten von Ausfallerscheinungen bei der Aufzucht sym- 
biontenfreier Wanzen und ihre Aufhebung bei erneuter Infektion mit 
symbiontischen N ocardien ist erwiesen, daB die Sy fiir ihren Wirt lebens- 
1 Stamm ,,beach sand‘“‘ von D. ErrKson, die iibrigen aus der Sammlung des 


Instituts fiir Mikrobiologie in Géttingen. Frau D. Erikson und Herrn Prof. Dr. 
Ripper danken wir fiir die Uberlassung der Kulturen. 
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notwendig sind. Ausgehend von den Vorstellungen BUCHNERs (BUCHNER 
1953) und anderer, hat sich heute die Ansicht durchgesetzt, daB die 
Aufgabe als lebensnotwendig erwiesener Insekten-Sy in erster Linie in der 
Lieferung von Vitaminen des B-Komplexes liegt (BRECHER u. WIGGLES- 
wortH 1944,Gnicy, Haurr u. KocuEr 1953, Hopson 1933, Kocu 1951). 
Fiir die Sy von Triboliwm confusum und Sitodrepa panicea haben Kocu 
und seine Mitarb. (1951) den direkten experimentellen Nachweis erbracht. 

Bei den Reduviiden haben Gricy, HaLrr u. Kocuer (1953) und wir 
(1954) fast gleichzeitig und unabhingig voneinander den Versuch ge- 
macht, mit Hilfe mikrobiologischer Testmethoden den Nachweis einer 
Produktion von B-Vitaminen durch die Sy zu erbringen. GrIcy u. Mitarb. 
(1953) haben das Synthesevermégen der Sy von T'riatoma infestans fir 
Folsiure, Aneurin, B,, und Strepogenin in einem bluthaltigen Substrat, 
bestehend aus einer halbsynthetischen Nahrlosung! mit 20°% defibrinier- 
tem oder mit Citrat fliissig gehaltenem Menschenblut untersucht. Vor- 
versuche hatten ergeben, daB der Sy in der Reinkultur Lactoflavin, 
Nicotinsiure, Pantothenséiure, Adermin und Biotin zum Wachstum 
braucht. Diese Substanzen scheiden also zuniachst fiir die weiteren Be- 
trachtungen aus in der Annahme, da sie auch im Wirt zur Verfiigung 
gestellt werden miissen, wenn der Sy sich halten soll. Aneurin, B,,. und 
Strepogenin werden vom Sy in Mengen produziert, die gerade etwa den 
EKigenbedarf decken diirften. Aus dem Vergleich des Sy mit einem fiir 
Folsaéure heterotrophen Mikroorganismus, Streptococcus faecalis, wird ge- 
folgert, da’ der Kigenbedarf des Sy an Folsiure etwa 0,1 uw y/em*® Nahr- 
losung betriigt, produziert wird jedoch eine etwa 2500 mal gréBere Menge. 
An diese Uberproduktion von Folsiure kniipfen Grrey u. Mitarb. die 
Vermutung, daB Folsiiure an den Wirt abgegeben wird und fiir den nor- 
malen Ablauf der postembryonalen Entwicklung von T'riatoma infestans 
unentbehrlich ist. 

Zu einer einwandfreien Bestimmung der Vitaminproduktion gehért 
das Wachstum des dem Test unterworfenen Mikroorganismus in einem 
synthetischen Medium. Bei der Ausfiihrung von Testen auf natiirlichen 
Medien unbekannter Zusammensetzung (Blut, Serum, FB usw.) ist es 
notwendig, zuniichst eine quantitative Bestimmung der Vitamine im 
Substrat vorzunehmen, auf die der Organismus getestet werden soll 2. Eine 
sichere Auswertung der Ergebnisse wird dadurch erschwert oder unmég- 
lich gemacht. Wahrend das Wachstum von Nocardia rhodnii in FB gut 
ist, bereitet die Kultur in synthetischen Medien erhebliche Schwierig- 


' Zusammensetzung der halbsynthetischen Nahrlésung unbekannt. 

* Die in diesem Abschnitt mitgeteilten Versuche hat der eine von uns (BEwia) 
im Max-Planck-Institut fiir Medizinische Forschung in Heidelberg ausgefithrt. 
Herrn Prof. Dr. Kunn sprechen wir unseren Dank aus, desgleichen Herrn Dr. 
MOLLER. 
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keiten. Bestes Wachstum wurde schlieBlich bei 28° C in einem Medium 
folgender Zusammensetzung erzielt!: 

Casein, mit Biolase verdaut, 0,6 cm?; Casein, Hydrolysat nach Skraas 10% ig 
0,3 cm*; Saccharose-Hydrolysat 40% ig 0,3 cm’; Adermin, Guanin, Uracil, je 
10 mg-% 0,6 cm’; Xanthin 20 mg-% 0,3 cm?; Asparagin 0,6mg; d-, 1-Alanin 
1,2mg; B,Cl- HCl 6mg-% 0,02 cm’; Pantothensaures Ca 6 mg-% 0,02 cm3; 
Nicotinséure 1 mg-% 0,3 em’; Lactoflavin 1 mg-% in n/100 Essigséure 0,2 cm?; 
Bg: HCl 12mg-% 0,2 cm?; p-Aminobenzoesiure 1/,mg-% 0,1 em; d-Biotin 
1 mg/em* in 5% igem Methanol 0,1 em?; Pyridoxamin - 2 HCl 1,2 mg-% 0,02 em’; 
Salzlésung? 1,0 cm’; K,HPO, 15,0 mg; Na-Citrat 0,15 g; Cystein - HCl 0,24 mg; 
Tween 80 6,0 mg; 1-Tryptophan 0,24 mg. ; 

Die angefiihrten Mengen ergeben zusammen etwa 4 cm’; sie sind fiir Kultur- 
réhrchen mit einem Volumen von 6 cm*® bestimmt. Die fehlenden 2 cm? werden 
entweder mit aq. dest. aufgefiillt oder in spiteren Versuchen mit den zu testenden 
Flissigkeiten. Wir haben die fertige Nahrlésung aufgekocht, nach Erkalten mit 
NaOH auf py 7 eingestellt (Lyphanpapier), filtriert, in sterile Rohrchen abgefiillt, mit 
KAPSENBERG-Kappen verschlossen und im Dampftopf 1% Std bei 100° C sterilisiert. 

Nach etwa 8 Tagen ergaben die symbiontischen Nocardien beider 
Wanzenarten eine Triibung mit der Extinktion 5—600, gemessen mit 
einem Kolorimeter der Firma Lange. Dieses Wachstum reichte jedoch 
nicht aus fiir die Vitaminbestimmungen, da die Ausscheidung von Vit- 
aminen in die Kulturfliissigkeit bei dieser Triibung zu gering ist. Nach 
zahlreichen vergeblichen Versuchen, die synthetische Losung durch Ab- 
anderung ihrer Zusammensetzung oder durch weitere Zusatze® zu ver- 
bessern, erreichten wir schlieBlich eine ausreichende Extinktion von 800 
innerhalb von 3 Tagen durch reichliche Einsaat (mit der Ose von FBAg 
entnommen) und Schiittelkultur* in der unveriinderten Lésung. Da die 
Sy im angegebenen Medium ohne Folsaure und B,, wachsen, wurde zu- 
nachst auf diese Vitamine getestet. 

Folsaure: Hierfiir haben wir den Folsiure-heterotrophen Stamm 
1G Au‘ benutzt, fir den das synthetische Medium mit Folsaurezusatz 
als Naihrlésung diente. Die Versuchsreihen wurden geimpft mit einer Ose 
einer 15 Std alten Vorkultur, die eine Triibung von 780 zeigte und Fol- 
saiure in einer fiir normales Wachstum notwendigen Konzentration von 
1,6 cm? einer 0,1/256 mg-°%, (3,9 my/cm*) starken Lésung enthielt (Tab. 3). 

Die Folsiurekonzentrationen in der Kulturfliissigkeit der Sy lagen erheb- 
’ lich unter den Werten der Vergleichsreibe (Abb. 12). Es ergab sich eine 


1 Das gleiche Medium mit Folsiurezusatz wird als Nahrlosung fiir den Folsaure- 
heterotrophen Teststamm ,,[G Au“ im Chemischen Institut des Max-Planck- 
Institutes fiir Medizinische Forschung, Heidelberg, verwendet. ; 

2MnCl,-4H,O:0,15 mg, FelICitrat: 0,5 mg, MgSO,°7 H,O: 5 g in 1000 em* 
aq. dest. gelést. 

3 Standard I FB (Merck), Hefeextrakt (Difco), enzymatisches Lactalbumin- 
Hydrolysat, Pepton (Merck), und Bacto-Casitone (Difco). Die hierdurch erzielte 


Forderung war nicht ausreichend. nage ; 
4 Kultur in Spezialréhrchen in der Schiittelmaschine bei Zimmertemperatur. 
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Konzentration an Folsiure von etwa 1,4 my/em® der Symbiontenkultur. 
Unterschiede zwischen den Sy-Stéimmen aus Rhodnius und Triatoma 
waren nicht vorhanden. 

Folininsaure und B,,: Eine Bildung von Folininsiure durch die Sy, 
getestet nach dem gleichen Prinzip mit Leuconostoc citrovorum, war nicht 


Tabelle 3. Ergebnis der Versuchsreihen mit dem Folsture-heterotrophen Stamm ,,IG Au” 
a) Zugabe reiner Folséurelésungen (Vergleichsreihe) 


aac ae Gehalt Nummer der Réhrehen 
idtgiine! Dake und Menge der zugesetzten Folsdiurelésungen in cm* 
lésungen my/em* — 
mg-% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
0,1/4100 0,244 Kontrollen 0,2 0,4 0,8 
0,1/256 3,9 
0,1/16 62,5 
Triibung n. 24 Std 100 100 98 105 95 93 96 102 95 
ca | Gehalt an Nummer der Rohrchen 
Wolssures nies und Menge des zugesetzten Kulturfiltrates in cm* 
l6sungen my/em* —— = = = 
mg% 10 11 12 13 14 15 16 17 18 
0,1/4100 0,244 1,6 
0,1/256 3,9 0,2 0,4 0,8 1,6 
0,1/16 z 62,5 | 0,2 0,4 0,8 1,6 
Triibung n. 24 Std 150 305 450 660 780 860 880 900 880 


b) Zugabe abgestufter Mengen der zentrifugierten Kulturfliissigkeit des Sy von 
Triatoma infestans (16000 Touren, 10 min) 


3 
_eipegehe Nummer der Réhrchen und Menge des Kulturfiltrates in em 


Kulturfiltrates 


| “19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 


1/256 | 02 0,4 0,8 1,6 

1/16 0,2 .0,4 0,8 .1,6 

UNE Py : ata 0,2) 0.4. 0. Seo 
Tribung 3 n. 24 Std 95 95 100 98 93 90 105 112 160 220 300 500 


c) wie b), jedoch vor dem Zentrifugieren 30 min bei 120° C im Autoklaven behandelt 


antentrakion ded Nummer der satires: und Menge des Kulturfiltrates in em? 


Kulturfiltrates 


| 
| “ 
| 31 32 33 34, 35 36 37 38 39 40 41 42 


nn 


1/256 0,2 0,4 0,8 1,6 

1/16 | 0,2 0,4 0,8 1,6 

Wil | 02 04 08 1,6 
Triibung n. 24 Std 95 95 100 95 90 112 110 122 160 


255 350 590 
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nachzuweisen, ebensowenig von B,, mit Lactobac. leichmannii als Test- 
organismus. Auch der Aufschlu8 der Kulturfliissigkeit mit KCN war 
wirkungslos. 

Der negative Ausfall des B,,-Testes befremdet, da Actinomyceten im 
allgemeinen als B,,-Produzenten bekannt sind. Bei langerer Beobachtung 
der Testkulturen war schlieBlich nach 14 Tagen Lactobac. leichmannii 
schwach gewachsen. Wir nehmen an, da die symbiontischen Nocardien 
einen Hemmstoff in die Nahrlésung absondern, der das Wachstum von 
Lactobac. leichmannii hemmt. 


E x ; 7000 
Dies wurde in einem Hemmtest 


bestitigt, bei dem auBer dem wal Se 
Kulturfiltrat der Sy eine an sich 

fur Lactobac. leichmannii aus- pp, YF 27my/om_ ; 
reichende Menge von B,, dem 8 ay 
Nahrmedium zugesetzt worden & yy iy 


war. fel 
Einwandfreie Angaben iiberdie —zgg | 
B,.-Produktion der Sy mit Hilfe : 
; a uy TOPS <f sear al soiN OE ett SH 
von Lactobac. leachmannit werden Ae TEGTA TATE ATE ee 
also erst moglich sein, wenn es Fale tone: 
gelingt, den Hemmstoff von der Abb. 12. Wachstum des Folsiure-heterotrophen 
Nahrlosung abzutrennen. Stammes ,,IG Au‘ mit abgestuften Foisiure- 
mengen. a Vergleichsreihe, 6 Kulturfiltrat des Sy, 
GEIey, Harr u. KocHEer e Kulturfiltrat des Sy nach Autoklaven-Behand- 
(1953) sind der Meinung, daB lung. Abszisse: Folsiurehaltige Losungen in em’. 
s Fs rs Ordinate: Triibung in Colorimeter-Einheiten als 
die Uberproduktion an Folsaure MAG iesiWachatunas 
(0,25 wy/em?), bezogen auf den 
ermittelten Eigenbedarf von etwa 0,1 wy/cm’, durch den Sy von T'riatoma 
infestans fir die Entwicklung der Wanzen notwendig ist!. Wir sind der An- 
sicht, daB unter diesen Umstinden nicht von einer auffallenden Uber- 
produktion des Sy gesprochen werden kann, wenn man bedenkt, dal} die 
verwendeten Testorganismen im allgemeinen erst bei 0,1 my/em? Nahr- 
lésung ansprechen, eine Menge also, die 1000mal gréfer ist als der von 
Gricy u. Mitarb. angegebene Eigenbedarf. Die in unseren Versuchen von 
den symbiontischen Nocardien produzierte Folsiuremenge von etwa 
1,4 my/cm? ist, gemessen an der fiir den Folsiure-heterotrophen Teststamm 
zum Wachstum notwendigen Folsiuremengen, gering und diirfte fiir die 
; me bens 
postembryonale Entwicklung der Reduviiden kaum ausschlaggebend sein?, 


at 1 


ae 
> sans is nel 


1 Wie Getcy u. Mitarb. diesen Wert ermittelt haben, ist uns nicht bekannt. 

2 Die in diesem Abschnitt angestellten Betrachtungen sind immer unter dem 
Vorbehalt zu verstehen, da®B der fiir Folsaure heterotrophe Teststamm durch den 
Hemmstoff der symbiontischen Nocardien im Wachstum nicht gehindert wird. Ein 
Hemmtest mit ,,[G Au wurde nicht durchgefiihrt, da.sich 1G Au‘ allem Anschein 


nach normal entwickelte. 
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vor allem wenn man sie vergleicht mit dem Gehalt des Menschenblutes, 
der nach InonE u. Eaucut (1952) 40 my/cm* betragt. 

Uberblicken wir die Ergebnisse der Vitaminteste, so kann nur ge- 
schlossen werden, daB die bisher ausgefiihrten mikrobiologischen Vitamin- 
teste mit symbiontischen Nocardien von T'riatoma infestans oder Rhodnius 
prolixus fiir eine Auswertung so lange nicht einwandfrei sind, bis erwiesen 
ist, inwieweit die einzelnen Teststamme durch den Hemmstoff der Nocar- 
dien im Wachstum gehindert werden. 


b) Behandlung symbiontenfreier Reduviiden mit Vitaminen 

Da sich aus dem Verhalten der Sy in der Kultur keine sicheren Anhalts- 
punkte fiir die physiologische Leistung in der Symbiose ergeben haben, 
wurde versucht, durch Verabreichung von Wuchsstoffen an symbionten- 
freie Reduviiden Einblick in das Wesen der Symbiose zu erlangen. Die 
Zufuhr kann erfolgen durch Injektion in das Rectum oder in die Hamo- 
lymphe, durch Fiitterung unter Verwendung einer kiinstlichen Membran 
oder iiber das Blut des Tieres, an dem die Wanzen saugen. Rectale In- 
jektionen mit Hilfe einer feinen Glascapillare bieten die Gewahr, daf die 
verabreichte Menge von den Wanzen aufgenommen wird. Es ist jedoch 
unsicher, ob eine Resorption erfolgt, auBerdem mu8 mit Verletzungen 
bei der Injektion gerechnet werden. Nach Zufuhr eines Tropfens einer 
Lésung von B,,, Folsiure und Aneurin (gelést in physiologischer NaCl- 
Loésung in Mengen von 0,002°%, 0,005 °% und 0,005 %) zu symbiontenfreien 
Triatoma infestans und Rhodnius prolixus im dritten Larvenstadium 
starb ein Teil der Tiere innerhalb weniger Tage ab, der Rest lebte bis 
zu 8 Wochen, saugte auch Blut, kam jedoch nicht zur Hiutung. Die kiinst- 
liche Fiitterung der Wanzen unter Verwendung einer Gummimembran 
ist Gxrey gelungen!. Uber die Ergebnisse ist uns nichts bekannt. 

Nach MEIL1uon u. GOLDBERG (1946) ist es méglich, den Vitaminspiegel 
im Blut von Wirbeltieren durch Verfiitterung einer Mangeldiat herab- 
zusetzen. So zeigen z. B. Zecken bei Thiaminmangel keine normale Ent- 
wicklung an Ratten. 


Wir haben mit Kaninchen als Blutspendern fiir die Wanzen den umgekehrten 
Versuch gemacht, den Vitaminspiegel im Blut durch intravenése und subcutane 
Injektionen vor der Fiitterung zu erhdhen. Das Kaninchen erhielt 1 Std vor dem 
Ansetzen der Wanzen subcutan 1 cm? Folinor (15 mg Folsaiure) unter Zusatz von 
2 mg By, und 20 mg Aneurin. Etwa 15 min vor der Fiitterung der Wanzen wurde 
nochmals die gleiche Menge in die Ohrvene injiziert. Neben der Stelle der sub- 
cutanen Injektion am Riicken wurden Wanzen 14 Tage nach der zweiten Hautung 
zum Saugen angesetzt. Die Aufnahme des Blutes erfolgte ohne Schwierigkeiten. Da 
Wanzen auf dem zweiten Larvenstadium etwa 30 mg Blut aufnehmen, diirfte die 
Vitaminzufuhr mit der Nahrung, abgesehen vom normalen Blutspiegel, bei Um- 
rechnung auf Korpergewicht und Blutmenge 450 my Folsiure, 60 my B,, und 
600 my Aneurin, bei Umrechnung auf die Blutmenge 5,7 y Folsiure, 0,7 B,. und 
7y Aneurin betragen haben. Der Berechnung liegt ein Kérpergewicht des Kaninchens 


! Nach brieflicher Mitteilung. 
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von 2000 g und eine Blutmenge von etwa 8% des Korpergewichtes (160g) bei 
zugefiihrten Mengen von 30 mg Folsaure, 4 mg By, und 40 mg Aneurin zugrunde. 
Das Ergebnis dieser Versuche liegt noch nicht vor. 


IV. Diskussion der Ergebnisse 

Die Untersuchungen an den schlauchférmigen Sy von Haematopinus 
suis und Glossina submorsitans haben erneut gezeigt, daf sich intracellular 
lebende, in einer langen phylogenetischen Entwicklung offenbar eng an 
den Wirtsorganismus angepakte Sy im cytologischen und zellphysiolo- 
gischen Verhalten erheblich von freilebenden Mikroorganismen unter- 
scheiden kénnen. 

Die osmotischen Verhaltnisse, unter denen die Sy leben, sind von Fall 
zu Fall verschieden. Eine Lisung, die fiir Sy einer Wirtsart isotonisch ist, 
1aBt sich nicht ohne weiteres bei Sy anderer Herkunft verwenden, so war 
eine nach Restur (1938) fiir Zikaden-Sy (Cicadella viridis L.) isotonische 
Lésung fiir den Sy von Haematopinus suis hypotonisch. 

Wenn man die Sy von H. aematopinus suis und Glossina submorsitans in 
annahernd isotonischen Lésungen prapariert, so zeigen sie keine Verande- 
rungen ihrer Gestalt. Plasmolyse, osmotische Quellung und Blasenbildung 
traten nur bei Hypertonie oder Hypotonie des Mediums auf oder waren an 
Medien bestimmter chemischer Zusammensetzung gebunden, wie z. B. 
die Abkugelung ktirzerer Zellen der Sy von Haematopinus suis in Medien, 
die Amnionflissigkeit enthielten. Nach ihrem Verhalten bei der Quellung 
und Blasenbildung unterscheiden sich die Zellwainde von Sy erheblich 
von den Zellwanden gewohnlicher freilebender Bakterien. 

Bei den Quellungsvorgingen verteilt sich das Cytoplasma, nach dem 
Aussehen gefarbter Praparate zu schlieBen, mehr oder weniger gleich- 
maig tiber die ganze Zelle. 

Anders liegen die Verhaltnisse bei einem Fall von Blasenbildung, der 
bei Glossina-Sy im gleichen Praparat neben normaler Quellung auftrat 
(vgl. Abb. 5). Hier kommt man ohne die Annahme einer zweiten vom 
Wirt erzeugten semipermeablen Membran kaum aus, deren cytologischer 
Nachweis jedoch nicht gelungen ist. Die symbiontische Zelle ware ge- 
wissermaBen in eine Vacuole eingeschlossen und die Fiissigkeitsaufnabme 
erfolgt durch die bei der Préparation erhalten gebliebene semipermeable 
Vacuolenwand, die sich elastisch dehnt, wihrend die symbiontische Zelle 
unverandert ist und nur durch den Zug der einseitig anliegenden Vacuo- 
lenwand gelegentlich etwas gekriimmt wird. Auch RrstHR ( 1938) hat an 
langen, schraubenférmig gewundenen Zikaden-Sy eine zweite Membran 
gesehen, und einige der von Frnx (1952) bei Pseudococcus cure beobachte- 
ten Formen kénnen im gleichen Sinn gedeutet werden. RrsvHR ist eben- 
falls der Ansicht, daB die ,,iuBere Membran“ tierischer Herkunft ist. 

Frnx (1952) glaubt dagegen, daf der ,,Formenreichtum’ der schlauch- 


formigen Sy vom Pseudococcus citri primarer Natur sei und sieht in ihm 
4 
Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 24 


202 F. Bewie und W. ScHWARTZ: 


das Nebeneinander verschiedener Wachstums- und Entwicklungsstadien 
des Sy. Wir haben hieran gezweifelt und die Sy von etwa 15 Pseudo- 
coccus-citri-Individuen in verdiinnter FB mit Zusitzen von Glucose unter- 
sucht. Wie erwartet, ergab sich eine Abhangigkeit der Formenmannig- 
faltigkeit von der Hypotonie des Mediums. In einem Medium ungiinsti- 
ger osmotischer Beschaffenheit geniigt schon die Zeit von der Préparation 
bis zur mikroskopischen Untersuchung oder Fixierung, um Veranderun- 
gen an den schlauchformigen intracellularen Symbiontenformen hervor- 
zurufen. Selbst in einem isotonischen Medium sind, wie bei den Schlauch- 
formen von Glossina und Haematopinus, noch Unterschiede im osmo- 
tischen Verhalten vorhanden. Dies kénnte zwar auf Unterschiede in der 
physiologischen Beschaffenheit der einzelnen Symbiontenzellen hindeu- 
ten —- wenn man so weit gehen will —, es reicht aber nicht fiir die Auf- 
stellung einer Entwicklungsreihe aus, die aus dem Nebeneinander der 
Formen indirekt erschlossen wird. 

Die systematische Einordnung der intracellularen schlauchformigen 
Sy st6Bt noch immer auf Schwierigkeiten. Das gelegentliche Auftreten 
von Verzweigungen kénnte auf M ycobakterien oder Nocardien hindeuten. 
Andere Anzeichen sprechen fiir eine Ableitung von stibchenformigen 
Eubakterien. DaB es sich um Zwangsformen handelt, die in der Symbiose 
entstanden sind und sich z. B. in der Beschaffenheit der Zellwande von 
freilebenden Formen erheblich unterscheiden, kann als sicher angenom- 
men werden. Auch im farberischen Verhalten liegen Abweichungen vor: 
So ist weder Rest'urR noch uns mit der FeuLGEN-Technik bzw. mit ab- 
gestufter Salzsiure-Hydrolyse und GieMsa-Farbung (Roprnow 1947) der 
Nachweis von Kerniquivalenten bei Schlauchformen gelungen?. Bei der 
Kultur von Schlauchformen haben weder Resttur noch wir Erfolg ge- 
habt. Um so bemerkenswerter sind die Erfolge von Fink (1952) bei 
Pseudococcus citri. Wir haben allerdings insofern gewisse Bedenken an der 
Identitat seiner Kulturen mit dem Sy, als die Anwendung des Cello- 
Plattenverfahrens eine mikroskopische Kontrolle der sich vermehrenden 
symbiontischen Schlauchzellen nicht zugelassen hat. 

Grundsitzlich anderes Verhalten zeigen die intra- und extracellularen 
Sy von Rhodnius prolixus und T'riatoma infestans. In ihrem fairberischen 
Verhalten entsprechen sie vollkommen freilebenden Bakterien, Nucleoide 
lieBen sich stets nachweisen. Die Reinkultur gelingt ohne Schwierigkeiten. 
Allerdings ist in etwa 50% aller Fille ein kokkenférmiger Begleitorganis- 
mus vorhanden, dessen Abtrennung vom Sy einige Sorgfalt erfordert. 


1 FB 1:1 mit Ltw verdiinnt + 4% Glucose. Fink hat in der noch stirker hypo- 
tonisch wirkenden Lésung nach Resijur prapariert. 

® Ries (1931) hat bei Liiusen in den nur kurze Zeit vorhandenen Infektionsstadien 
der Sy nach Herpenwarn farbbare Einschliisse gesehen, bei denen es sich um Nu- 
clezide gehandelt haben kénnte. 
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Dies ist von fritheren Untersuchern nicht immer klar erkannt worden und 
hat zu Verwechslungen mit kokkoiden Stadien der symbiontischen No- 
cardia gefihrt. Wir haben den Begleitorganismus als Streptococcus lique- 
factens identifiziert. In der AuBenflora der Wanzen haben wir ihn bisher 
nicht gefunden. Sein Fehlen im Wirt verursacht keine Ausfallerscheinun- 
gen; ebensowenig vermag er Ausfallerscheinungen, die in symbionten- 
freien Zuchten auftreten, zu beseitigen. Er ist nicht mehr als ein harm- 
loser Saprophyt, der sich im Darmlumen halten kann, aber nicht, soweit 
wir feststellen konnten, in das Darmepithel eindringt. Seine Fahigkeit, 
im Darm zu leben, ist an sich bemerkenswert, weil das Darmrohr der 
Triatomiden und wohl auch einer erheblichen Zahl anderer reiner Blut- 
sauger im allgemeinen frei von Mikroorganismen ist. Sy, ferner pathogene 
Bakterien, Rickettsien und Protozoen, die gelegentlich mit dem Blut auf- 
genommen werden, nehmen in dieser Beziehung eine Sonderstellung ein. 

Dagegen gelingt es, Ausfallerscheinungen, die sich in symbionten- 
freien Aufzuchten regelmaBig einstellen!, durch Infektion der Larven mit 
Sy zu beseitigen, soweit sie nicht schon zu MiBbildungen gefiihrt haben. 
Hierin stimmen wir mit friiheren Untersuchern (BRECHER u. WIGGLES- 
WORTH 1944) tiberein. St6rungen des symbiontischen Gleichgewichtes, 
wie sie bei Infektion von Coptosoma mit Kultur-Sy auftraten (Koon 1951) 
haben wir bei Reduviiden nicht beobachtet; die erneute Besiedlung der 
Epithelzellen im vorderen Abschnitt des Mitteldarmes erfolgt reibungslos. 

Es ist bemerkenswert, daB beide T'riatomiden, obgleich sie verschiede- 
nen Gattungen angehoren, die gleichen Sy besitzen, die gegeneinander 
austauschbar und in der Symbiose physiologisch gleichwertig sind. Auch 
im Infrarotspektrum haben sich zwischen den beiden Sy-Stémmen keine 
wesentlichen Unterschiede ergeben. Es wire interessant, die Untersuchun- 
gen auf andere Reduviiden auszudehnen. Leider stand uns bisher kein 
Material zur Verfiigung. 

Wir haben versucht, symbiontenfreie Tiere mit anderen Mikroorganis- 
men zu infizieren und auf diese Weise die Sy zu ersetzen (Tab. 4). Wenn 
auch die Zahl der untersuchten Tiere noch gering ist und manche Teil- 
ergebnisse zunachst vorliufigen Charakter haben, so hat sich doch schon 
gezeigt, daB andere Nocardia-Arten offensichtlich Nocardia rhodnii funk- 
tionell ersetzen kénnen?2 und in die gleichen Darmwandzellen eindringen, 
in denen sonst die Sy lokalisiert sind. Mycobacterium phlei als Vertreter 
der den Nocardien nahestehenden Mycobacteriaceen lie ebenfalls eine 
normale Entwicklung zu, ist aber bisher nicht intracellular nachgewiesen 


1 Entwicklungshemmungen, unvollstandige Hautung, damit verbunden MiB- 
bildungen, ferner erhohte Letalitat und Stérungen bei der Aufnahme und Verdauung 
des Blutes. eee 

2 Méglicherweise sind graduelle Abstufungen vorhanden, die sich in der mehr 


oder weniger schnellen normalen Entwicklung des Wirtes zeigen. 
14* 
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worden. Dagegen ist weder mit Strep- 
tomyces, Torula oder mit Kokken und 
Sporenbildnern aus dem Darm toter 
Wanzen oder aus der AuBenflora eine 
intracellulare Infektion und ein Er- 
satz der Sy gelungen. Das negative 
Ergebnis ist bemerkenswert in bezug 
auf die beiden Streptomyces-Arten, 
die als Produzenten von B- Vitaminen 
bekannt sind. Wir vermuten, daB 
immunbiologische Vorginge iiber 
das Zustandekommen der Infektion 
entscheiden. 


Bei Diskussionen tiber die Bedeu- 
tung der Blutsaugersymbiosen steht 
heute die Lieferung von B-Vitaminen 
im Vordergrund (BRECHER u. WicG- 
LESWORTH 1944, BucHNER 1953, 
Gricy, Hatrr u. Kocuer 1953, 
Hosson 1933), wahrend die Frage 
nach einer Beteiligung der Sy bei der 
Blutverdauung kaum noch beachtet 
wird. Auch wir haben fiir das letztere 
aus dem Verhalten der Reinkulturen 
keine Anzeichen entnehmen k6énnen!. 
Andererseits treten in symbionten- 
freien Zuchten Storungen in der Ver- 
dauung des aufgenommenen Blutes 
auf, die noch nicht geklart werden 
konnten. 


Geiey, Harr u. KocHer (1953) 
legen das Schwergewicht auf die von 
ihren Sy-Kulturen aus 7'riatoma in- 
festans gebildete Folsiuremenge von 
0,25 my/cm? Nahrlésung. Verglichen 
mit demnach Inonku. Equcut (1952) 
im Menschenblut vorhandenen Fol- 
siiurespiegel von 40 my/cm® ist 


1 Mit dem grundsitzlichen Vorbehalt, 
der allen Riickschliissen vom Verhalten 
der Reinkulturen auf das Verhalten in 
der Symbiose anhaftet. 
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diese Menge gering und kénnte allenfalls als fehlende ,,Spitze* angesehen 
werden. 

Wir sind bei der Anwendung mikrobiologischer Methoden fiir den Nach- 
weis von B,, in Kulturfiltraten der Sy auf einen Hemmungseffekt gegen- 
iiber dem Teststamm gestoBen, so dafi nunmehr auch der Wert von 
1,4 my/cm® Folséure und der negative Ausfall der Testung auf Folinin- 
siure nicht geniigend gesichert erscheinen. 

Wir haben unsere Sy-Stémme mit den Stémmen von GEIGY ver- 
glichen!. Wahrend zwischen den Stémmen aus Rhodnius prolixus keine 
Unterschiede vorhanden waren, stimmten die von Griay, HALFF u. 
Kocuer aus T'riatoma infestans isolierten Stimme morphologisch und 
physiologisch nicht mit der symbiontischen Nocardia rhodnii tberein, 
waren aber mit dem von uns isolierten Begleitorganismus Streptococcus 
liquefaciens identisch. Die soeben erwahnten Unterschiede in der Fol- 
siureproduktion kénnten darauf beruhen, daB verschiedene Organismen 
getestet worden sind. 

Andererseits haben Versuche, Vitaminpraparate den symbiontenfreien 
Wanzen direkt zuzufiihren oder den Vitaminspiegel im Blut der Blut- 
spender zu erhdhen, bisher noch keine Resultate ergeben. So bleibt also 
die Frage der Vitaminversorgung durch die Sy noch offen. 


V. Zusammenfassung 


1. Die Symbionten von Haematopinus suis und Glossina submorsitans 
sind gegeniiber-nichtisotonischen Lésungen sehr empfindlich und zeigen 
charakteristische Formverainderungen. 

2. Beobachtungen an den Symbionten von Glossina submorsitans in 
hypotonischen Lésungen deuten darauf hin, da8 die Symbionten in eine 
semipermeable Membran tierischer Herkunft eingeschlossen sind. 

3. In isotonischen Nahrlésungen gelingt es, die Symbionten von Haema- 
topinus suis einige Tage am Leben zu erhalten. Eine Vermehrung findet 
nicht statt. 

4. Die Symbionten der Reduviiden Rhodnius prolixus und Triatoma 
infestans lassen sich ohne Schwierigkeiten auf FBAg kultivieren. 

5. Sie gehoren beide nach dem cytologischen und physiologischen Ver- 
halten und auf Grund ihres Infrarotspektrums derselben Art an und ent- 
sprechen mit geringen Abweichungen der fiir Nocardia rhodnii (ERIKSON) 
comb. nov. WAKSMAN u. Henrict aufgestellten Diagnose. 

6. Das Vorkommen eines im Darmlumen lebenden Enterokokken 
(Streptococcus liquefaciens) als Begleitorganismus bei einem Teil der 
Wanzen hat zu Verwechslungen mit kokkoiden Stadien der Nocardien 
gefiihrt. 


+ Herrn Prof. Dr. Grrey danken wir bestens fiir die Uberlassung seiner Rein- 
kulturen. 
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7. Durch Desinfektion der Eischale und aseptische Aufzucht ist es 
BRECHER u. WIGGLESWORTH (1944), Gutay, Haurru. Kocuer (1953) und 
uns gelungen, Rhodnius prolixus und Triatoma infestans symbiontenfrei 
aufzuziehen. Wir kénnen auch die dabei von diesen Autoren beobachteten 
Ausfallerscheinungen bestatigen. 

8. Es gelingt, die Ausfallerscheinungen durch Infektion mit den sym- 
biontischen Nocardien zu beseitigen. Die Symbiontenstiimme der beiden 
Wanzenarten lassen sich gegeneinander austauschen und sind funktionell 
gleichwertig. 

9. Der begleitende Streptococcus liquefaciens wirkt nicht auf die Aus- 
fallerscheinungen ein und kann die fehlenden Symbionten nicht ersetzen. 

10. Es gelingt, die Symbionten durch Infektion symbiontenfrei auf- 
gezogener Wanzen mit freilebenden Nocardia-Arten und mit Mycobacte- 
rium phlei zu ersetzen. 

11. Streptomyces olivaceus und griseus, Torula utilis und einige Eubak- 
terten-Stamme fanden sich nach der Infektion héchstens extracellular im 
Darmlumen (Kokkenstamm von der K6rperoberfliche der Wanzen) und 
blieben ohne Einflu& auf die Ausfallerscheinungen. 

12. Fir eine unmittelbare Mitwirkung der Symbionten bei der Blut- 
verdauung haben sich keine sicheren Anhaltspunkte ergeben. 

13. Eine mikrobiologische Testung der Symbiontenkulturen auf Pro- 
duktion von B,, gelingt nicht, da in den Kulturfiltraten ein Hemmungs- 
faktor vorhanden ist. Auch bei der Testung auf Folsaure, die einen Wert 
von etwa 1,4 my/cm3 Nahrlésung ergeben hat, und auf Folininsaure, die ne- 
gativ verlief, konnte der Hemmungsfaktor die Ergebnisse beeinfluBt haben. 

14. Direkte rectale Zufuhr von Vitaminen hat keinen Einflu8 auf die 
Entwicklung symbiontenfreier Larvenstadien. 

15. Gesicherte Aussagen dariiber, ob die Symbionten von Rhodnius 
proizus und Triatoma infestans ihren Wirt mit B-Vitaminen versorgen 


und dadurch den normalen Ablauf der Entwicklung gewahrleisten, sind 
noch nicht méglich. 
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Tabellen- und Kurvenform dargestellt werden. 
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Selbstandige kritische Sammelreferate iiber einzelne Gebiete sind erwiinscht. 
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